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Referat: 
Nanoobjekte werden als eines der meist untersuchten Forschungsgebiete unserer Zeit immer 
beliebter in der Industrie, da durch Variation ihrer Strukturen besondere Eigenschaften 
entlockt werden können, die bei makrokristallinen Kompositionen nicht auftreten. Doch mit 
Zunahme der Anwendungsbereiche steigt wiederum die Wahrscheinlichkeit einer hohen 
Exposition, was die toxikologischen Untersuchungen der letzten Jahre bedingte. Allerdings 
wurden dabei weniger die kausalen Zusammenhänge eruiert. 
In dieser Arbeit zeigt der Autor die Beziehungen zwischen ZnO-Toxizität und intrazellulärer 
Zn2+-Konzentrationen auf. Zu diesem Zweck erfolgten Zytotoxizitätsuntersuchungen mittels 
MTT-Test von ZnO-Nanopartikeln und ZnCl2. Dadurch konnten die toxischen Eigenschaften 
dieser Agenzien belegt werden. Sowohl Nanopartikel als auch Zn2+ weißen in äquivalenter 
Gesamtmasse dieselben Toxizitätswerte auf. Nachfolgend wurde die Toxizität I) der Partikel 
durch Chelatierung der Ionen und II) der freigesetzten Zn2+ durch Abzentrifugieren der 
Partikel untersucht. Hierbei zeigte sich eine deutlich niedrigere Toxizität der Partikel in 
Abwesenheit von Zn2+. Hingegen verursachten die partikelfreien Proben allein durch die 
freigesetzten Zn2+ durchaus vergleichbare Effekte wie die ZnO-Dispersion. Erwähnenswert 
ist, dass generell eine geringere Toxizität durch FKS-Zugabe vorhanden war.  
Im Weiteren wurde die intrazelluläre Zn2+-Konzentration in Abhängigkeit der Zinkexposition 
untersucht. Anhand der Markierung mit dem zinkspezifischen Fluorophor FluoZin-3 erfolgte 
die quantitative Zn2+-Bestimmung mittels Durchflusszytometrie. Dabei ergab sich ein 
signifikanter Anstieg der intrazellulären Zn2+-Konzentration, der eine einschneidende Störung 
der Zinkhomöostase darstellt. Bemerkenswert ist der Anstieg in vitalen Zellen auf ein 
Vielfaches der Ausgangkonzentration, wobei das Überschreiten von etwa 10 nM zum 
Übergang in die Nekrose führte. Unabhängig von äußeren Faktoren lagen bei gleichen 
Toxizitätswerten vergleichbare intrazelluläre Zn2+-Konzentrationen vor. Offenbar gibt es 
einen direkten Zusammenhang zwischen intrazellulären Zn2+ und der Toxizität. Dieser 
Sachverhalt kann zur Risikobewertung der Nanopartikel herangezogen werden. 
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1. Einleitung 
In der Auseinandersetzung mit den Wissenschaftsinteressen der letzten Jahre trifft man in 
vielen Forschungsbereichen unweigerlich auf ein umfassendes und mehr als zuvor aktuelles 
Gebiet – die Nanotechnologie. Dies umfasst die Herstellung, Anwendung und Untersuchung 
von Strukturen mit Durchmessern, die innerhalb der unteren Nanometerskala liegen. 
1.1. Nanotechnologie 
1.1.1. Begriffsklärung und Definitionen im Bereich Nanotechnologie 
Eine klare und allgemeingültige Definition des Begriffes Nanotechnologie ist bisher nicht 
gegeben. Die Ursache hierfür ist v. a. in der fächerübergreifenden und weitreichenden 
Bedeutung zu sehen. Jedoch ist das Sinnbild der Nanotechnologie durch allgemein anerkannte 
pragmatische Regeln umschrieben: Sie befasst sich demnach mit Strukturen, die in 
mindestens einer Dimension kleiner als 100 nm sind, sowie ihrer Herstellung und deren 
gezielter Manipulation. Zudem bedient sie sich der charakteristischen Effekte und 
Phänomene, die im Übergangsbereich von atomarer und mesoskopischer Ebene auftreten.1,2 
Infolge einer fehlenden allgemeingültigen Begriffsdefinition existierte bislang eine Vielzahl 
von Begriffen, die deskriptiv die verwendeten Partikel klassifizierten, welche jedoch nicht 
ausreichend präzise sind, um schlussfolgernd von Strukturen gleicher Güte ausgehen zu 
können. Daher wurden von der ASTM International und der ISO Richtlinien zur 
standardisierten Deklaration und Definition von Nanostrukturen publiziert.3,4 Darin werden 
grundlegend nanostrukturierte Materialien und Nanoobjekte unterschieden. Zu Ersteren 
gehören bspw. nanoporöse Membranen und komplexe Fluide, die Nanostrukturen enthalten. 
Zu Letzteren werden nach der ISO Nanoplättchen, Nanofasern und Nanopartikel gezählt, die 
sich in der Anzahl der Dimensionen mit weniger als 100 nm unterscheiden.5 Diese 
kontrastieren sich weiter durch die Vielfältigkeit von möglichen Substrukturen einerseits 
(s. Tab. 1) und ihrer chemischen Zusammensetzungen andererseits. Die Grundeinteilung 
erfolgt hierfür in organische, anorganische und hybride Nanoobjekte. 
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Nanoobjekt Nanoplättchen Nanofasern Nanopartikel 
Dimensionen <100 nm 1 2 3 
Mögliche Strukturen 
scheibenartig stabartig 
 tubulär 
sphärisch  
kapsulär 
 mehrsträngig 
 polyedrisch 
Tab. 1:  Mögliche Strukturen und geometrische Formen von Nanoobjekten. Modifizierte Darstellung nach 
Gullapalli & Wong (2011).
6
 
1.1.2. Besondere Eigenschaften von Nanopartikeln 
Einige Phänomene, die durch Nanostrukturen hervorgerufen werden, sind bereits allseits 
bekannt. Durch Naturerscheinungen wie etwa dem Lotuseffekt drängen sich zukünftige 
praktische Anwendungen auf. Dies in Kombination mit dem Bestreben des Menschen in 
Dimensionen vorzudringen, deren alleinige Vorstellung für viele unantastbar erscheinen, 
treibt die Entwicklung zur Miniaturisierung voran. Dabei liegt das große Interesse an 
Partikeln unterhalb der Mikrometermarke nicht allein in der minimalen Größe begründet. 
Denn durch das vergrößerte Oberflächen-Volumen-Verhältnis (s. Abb. 1) und der damit 
einhergehenden zunehmenden Bedeutung von Grenzflächenprozessen ist es möglich, gezielt 
die physikochemischen Eigenschaften, die maßgeblich durch die an der Oberfläche eines 
Partikels befindlichen Atome bestimmt werden, zu manipulieren. Es ist leicht 
nachvollziehbar, dass dadurch I) eine Zunahme der reaktiven Oberfläche, II) eine veränderte 
Bioverfügbarkeit durch Veränderung der Diffusionskoeffizienten und vereinfachte 
Zugänglichkeit zu Kanälen und Transportproteinen sowie III) eine veränderte Löslichkeit 
erreicht wird. Durch diese gezielte Funktionalisierung ergeben sich vielzählige, neue 
Einsatzbereiche, die bei makrokristallinen Festkörpern nicht verwirklicht werden könnten. 
Hierbei ist allerdings ebenso zu beachten, dass auch unerwünschte Effekte wie Toxizität nicht 
allein von der Masse abhängig sind, sondern ebenfalls mit der Oberfläche korrelieren.7,8 
<100 nm
<
1
0
0
 n
m
<1
00
 n
m
<100 nm
Einleitung 
Seite 3 
 
Abb. 1:  Dispersion in der Oberflächenchemie. Verhältnis von oberflächlichen Atomen zur 
Gesamtatomzahl eines Partikels in Abhängigkeit seiner Größe. Kleinere Objekte haben in Bezug 
zum Volumen eine deutlich höhere Anzahl zur Reaktion befähigter, oberflächlicher Atome. 
 
Neben den bereits genannten Eigenschaften können weitere Faktoren das Erscheinungsbild 
eines Nanoobjekts beeinflussen. Jede einzelne Beschaffenheit hat zumeist auch für die 
Exposition eines Organismus Relevanz. So hat z. B. die bereits erwähnte Größe Einfluss auf 
den Aufnahmeweg und die Translokation, wodurch grundsätzlich die Erreichbarkeit 
biologischer Kompartimente bestimmt wird. Weiterhin spielt neben der Zusammensetzung 
die Ladung als Grundstein für die molekularen Interaktionen sowie die Löslichkeit durch die 
Beeinflussung von der Persistenz und der Freisetzung toxikologisch relevanter Bestandteile 
eine entscheidende Rolle für die Vitalität. 
1.1.3. Nanoobjekte und deren Anwendung 
Nanopartikel sind keine Neuerscheinung, sondern kommen ubiquitär in unserer Umwelt vor. 
Als Beispiel hierfür seien Rußpartikel mit wenigen Nanometern Durchmesser erwähnt, 
welche durch Brände, Vulkaneruptionen oder bei Verbrennungsprozessen als Abgase 
entstehen.9,10,11 Dabei hat die Entstehung von diesen Nanoobjekten auf diesem Weg seit der 
Industrialisierung dramatisch zugenommen. Darüber hinaus gewinnen zunehmend technisch 
synthetisierte, anorganische Strukturen wie Kohlenstoff-, Metall-, Metalloxid-, 
Halbmetalloxid- und Halbleiternanopartikel immer mehr an Bedeutung. Mittlerweile sind 
diese nicht nur im Forschungsbereich anzutreffen, sondern belangen bereits unser alltägliches 
Leben an, obgleich sie nicht unmittelbar wahrgenommen werden. Dementsprechend finden 
Nanopartikel aufgrund ihrer veränderten Eigenschaften schon heute Anwendung in Farben 
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und Lacken, aber auch unmittelbar am Körper wie in Kosmetika, Salben und 
Sonnenschutzmitteln.12  Darüber hinaus existieren Zahnpasten mit enthaltenen Nanopartikeln 
zur Minimierung von Hypersensibilitäten der Zähne. Die Partikel verschließen aufgrund ihrer 
Größe die kleinen Dentinkanälchen und verhindern so eine direkte Reizung der Pulpa.13 
Ferner kommen in der konservierenden Zahnmedizin Strukturen mit einer Größe von wenigen 
Nanometern bereits als Füllkörper in Nano-Hybridkompositen zum Einsatz. Dabei kann die 
Polymerisationsschrumpfung der Restaurationskunststoffe durch Zugabe dieser 
vorpolymerisierten Füllpartikel beträchtlich reduziert werden. So können deutlich bessere 
Ergebnisse erreicht werden, ohne die Viskosität und damit die Handhabung bzw. 
Verarbeitbarkeit des Werkstoffs maßgeblich zu beeinflussen.  
Im Gegensatz dazu, wird die Anwendung von Nanopartikeln als Zusatzstoffe in 
Nahrungsmitteln von vielen Endverbrauchern als kritisch empfunden, was in näherer 
Vergangenheit zu zahlreichen öffentlichen Diskussionen führte.14 Z. B. besitzt Mars 
Incorporated seit 1995 ein Patent (United States Patent 5741505, 1995) auf ein Verfahren zur 
Beschichtung von Schokoladenriegeln mit Titandioxid-Nanopartikeln, um nach längerer 
Lagerung die Bildung eines Grauschleiers zu vermindern.15 Diese Bestrebungen der 
Lebensmittelindustrie führen zu Konflikten mit den Konsumenten, da nunmehr eine mögliche 
Aufnahme in den Organismus außer Frage steht. Dabei gilt es noch zu klären, inwiefern die 
Partikel mit den Zellen interferieren und welche Folgen dies für intrazelluläre metabolische 
Prozesse und die Homöostase des Ionenhaushaltes hat. Aus medizinischer und 
pharmazeutischer Sicht stellt sich diese Internalisierung von Nanoobjekten durch 
verschiedenste Zellen hingegen auch im positiven Sinne als eine Herausforderung dar. 
Aktueller Gegenstand der Forschung ist es, die gezielte Aufnahme von Chemotherapeutika in 
Karzinomzellen zu optimieren sowie deren Effluxmechanismen durch multidrug-resistance-
Proteine zu umgehen. So soll es künftig möglich sein, sonst von Zellen nicht aufgenommene 
oder ausgeschleuste Wirkstoffe durch Nanostrukturen vor diesen Mechanismen zu schützen 
oder gezielt Chemotherapeutika in Karzinomzellen zu transportieren.16,17 Dabei kommt den 
Nanoobjekten als Transportcontainer eine besondere Bedeutung zu. 
1.1.4. Barrieren gegen die Penetranz von Nanoobjekten in den Körper 
Es ist nicht auszuschließen, dass Nanopartikel auf den verschiedensten Wegen den Körper 
schädigen können. Allerdings muss dafür zunächst ein Eindringen in den Organismus 
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möglich sein. Der menschliche Körper verfügt jedoch über zahlreiche Hindernisse für die 
Penetranz von Fremdkörpern wie Nanoobjekten. So stellt die Haut z. B. eine effektive 
Barriere für die meisten Nanopartikel dar. In diesem Zusammenhang zeigten Untersuchungen, 
dass ZnO-Nanopartikel in vivo das Stratum corneum nicht überschreiten und in Hautfalten 
und an den Haarfollikeln akkumulieren.18 Andere Studien belegen jedoch, dass eisenhaltige 
Nanopartikel den vitalen Anteil der Epidermis erreichen.19 Dies gilt sowohl für Partikelgrößen 
von unter 10 nm als auch für Aggregate mit einigen Mikrometern Durchmesser. 
Dementsprechend wurden transdermal aufgenommene Nanopartikel in den regionalen 
Lymphknoten gefunden.20 Bedeutender als andere Pforten zum Eintritt in den Organismus ist 
indessen die Aspiration von Nanopartikeln in die Lunge, da hier eine riesige epitheliale 
Kontaktfläche erreichbar wird. Zudem gelangen bereits weitaus größere Partikel ungehindert 
in dieses Organ und rufen Erkrankungen wie Silikose hervor. Dass Nanopartikel hier noch 
andere Probleme neben der unmöglichen Abbaubarkeit der eingedrungenen Quarzkristalle 
durch Makrophagen verursachen könnten, liegt auf der Hand. Denn die geringe Größe erlaubt 
sowohl das Erreichen weiterer Kompartimente der Lunge als auch die Interaktion mit deren 
Zellen. Allein die Schädigung von Lungenzellen hätte bereits verheerende Auswirkungen auf 
den gesamten Organismus. So würde die Zerstörung der Pneumozyten Typ II die Produktion 
des sogenannten Surfaktant, eine grenzflächenaktive Substanz, unterbinden und unweigerlich 
zum Kollabieren der Lunge führen. Eine Beschädigung der Pneumozyten Typ I wiederum 
würde durch eine gestörte Blut-Luftschranke in einem unterbundenen Gasaustausch 
resultieren. Beide dieser Szenarien sind nicht mit dem Leben vereinbar. Diese genannten 
Zelltypen sind Teil einer Gewebsbarriere zwischen Alveolarluft und Blutbahn, die 
normalerweise einen Übertritt von Fremdmaterial in das Blut verhindern soll (s. Tab. 2). 
Dennoch wurde eine Translokation von Nanopartikeln durch die Zellen 
nachgewiesen.21,22,23,24 Ähnlich diesem Beispiel zeigten Studien, dass Nanopartikel in späterer 
Folge nicht nur die Blut-Hirn-Schranke passieren25 sondern auch deren Integrität und 
Permeabilität verändern.26 Daher ist es nicht verwunderlich, dass auch das zentrale 
Nervensystem beeinflusst wird.27 
Einleitung 
Seite 6 
Strukturelle Barriere Referenz Schematische Darstellung 
Surfaktantfilm 
28,29  
Makrophagen 
30 
Epitheliale Zellen 
31 
Dendritische Zellen 
32 
Basallamina 
33 
Kapillare Endothelzellen 
34 
Tab. 2:  Aufbau der alveolokapillären Barriere. Schematische Darstellung entnommen von 
http://humanphysiology2011.wikispaces.com35. 
1.1.5. Interaktion von Nanopartikeln mit der Zelle 
Nicht allein das Erreichen einer Zelle an sich, sondern vielmehr die dadurch geschaffene 
Voraussetzung einer Interaktion und ggf. die Penetranz in das Zytosol sind von Bedeutung. So 
ist bereits mehrfach belegt worden, dass z. B. ZnO-Nanopartikel die Membran einer Zelle 
passieren können, wobei jedoch die dahinterstehenden Mechanismen noch diskutiert 
werden.21,36,37,38 Dabei werden sowohl aktive als auch passive Internalisierungsvarianten 
postuliert. Während Phagozytose nur von spezialisierten Zellen erfolgt, können Partikel durch 
Makropinozytose, Clathrin-abhängige, Claveolae-abhängige sowie Clathrin-/ Claveolae-
unabhängige Endozytose aufgenommen werden. Daneben kommen unspezifische 
Mechanismen wie Diffusion und nichtselektiver Metallionentransport für 
Degradationsprodukte in Betracht. Die dominierende Aufnahmeform erweist sich als 
abhängig von der Größe des Nanoobjekts. Dies lässt sich u. a. dadurch belegen, dass z. B. 
intrazelluläres Titaniumdioxid sowohl als membranumschlossene Agglomerate als auch als 
einzelne Partikel vorgefunden worden sind.38 Dabei wird allerdings noch dem Zetapotential 
der Partikel Einfluss auf die Aufnahme zugesprochen. Denn es zeigte sich, dass Partikel 
positiver Ladung signifikant besser aufgenommen werden als negativgeladene.39 Der 
jeweilige Aufnahmemechanismus ist also stark von den verschiedenen Parametern wie Größe, 
Ladung und Oberflächenbeschichtung eines Partikels abhängig.  
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1.2. ZnO und freigesetzte Zn2+ 
Bei der Betrachtung verschiedener Metalloxidnanopartikel hat sich ZnO durch eine bedeutend 
höhere spezifische Toxizität abgehoben. Daher wurde dieses Material der Mittelpunkt eigener 
Untersuchungen. 
Es werden zunächst die Eigenschaften und Anwendungen von ZnO kurz umrissen, um 
anschließend auf die Relevanz des elementaren und der ionisierten Form des Zinks für ein 
biologisches System einzugehen. Dies ist insofern von großer Tragweite, da die Partikel in 
Dispersion die letztgenannte Form freisetzen.  
1.2.1. Der Charakter von ZnO 
Dieses Metalloxid liegt in hexagonaler (dihexagonal-pyramidal oder Wurtzit-Kristallstruktur) 
und kubischer Struktur (hexakistetraedrisch) vor. Dabei bewirken die polaren Zn-O-
Bindungen eine positive und negative Partialladung der Sauerstoff- und Zinkebene. Diese 
Eigenschaft bedingt die bevorzugte Wurtzit-Struktur und einen ausgeprägten 
piezoelektrischen Effekt. Bei hohem Druck ist es möglich, dass sich auch eine Halit-Struktur 
ausbildet (s. Abb. 2). ZnO weist eine pH-abhängige Löslichkeit auf. Im Bereich von 7,4 
besitzt es eine niedrige Löslichkeit, die in einem sauren Milieu stark zunimmt. Da eine 
endozytotische Aufnahme der Partikel als wahrscheinlich gilt, ist dies die Grundlage zur 
lysosomalen Auflösung der Partikel. 
 
 
Abb. 2:  Räumliche Struktur von ZnO. Schematische Darstellung möglicher räumlicher Anordnung von 
Zink und Sauerstoff dargestellt durch schwarze und graue Kugeln. (A) Halit-Struktur; (B) 
Zinkblenden-Struktur; (C) Wurtzit-Struktur. In Anlehnung an Özgür et al. 40 
A B C 
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Daneben zeichnet sich diese Verbindung v. a. durch ihre Fähigkeit aus, UV-Strahlung zu 
absorbieren. Dies ist nur einer der Gründe für ein weitreichendes Feld von 
Anwendungsmöglichkeiten. Denn nicht nur im pharmazeutisch-kosmetischen Bereich wird 
versucht sich diese Effekte durch z. B. die Beimengung in sonnenprotektiven Lotionen zu 
Nutze zu machen. Daneben werden die Vorteile der Eingliederung von Nanopartikeln in die 
Produkte der Textilindustrie erhoben. Hierbei wurde festgestellt, dass es dadurch möglich ist, 
die Textilfarben vor der bleichenden Wirkung der ultravioletten Lichts zu schützen.41 Dieses 
einzigartige Vermögen elektromagnetische Strahlung zu absorbieren, stellt zugleich auch die 
Weichen für die Entwicklung neuer und die Verbesserung bestehender Technologien. So 
dient ZnO als Schlüsselmaterial für Photokonduktivität in der Elektronikbranche.42,43,44 Die 
Vielschichtigkeit der Einsatzmöglichkeiten bleibt jedoch nicht nur darauf begrenzt. Ebenso 
kommt dieses Metalloxid sowohl in bekannteren Anwendungen wie z. B. zur Vulkanisation in 
der Gummiherstellung, als Pigment und Korrosionsschutz als auch als Zusatzstoff in der 
Verwendung in Zigarettenfiltern oder in medizinischen Bereichen zum Tragen. Folglich 
lassen das eben gezeigte breite Anwendungsspektrum und der unmittelbare Kontakt zum 
Körper toxikologische Untersuchungen diesbezüglich unabdingbar erscheinen.  
Mehrere Studien belegen die herausragende toxikologische und immunologische Bedeutung 
von ZnO-Nanopartikeln. Bemerkenswert ist hierbei, dass nahezu identische toxische Effekte 
durch ZnO-Exposition unabhängig von der Größe einzelner Partikel beobachtet worden 
sind.37,45 Interessant ist dies, da, wie bereits erläutert, unterschiedliche Mechanismen zur 
Internalisierung vorliegen und der Kontakt eines Partikels zu einer Zelle größenabhängig 
entweder vorwiegend gerichtet über Sedimentation oder ungerichtet durch Diffusion 
hergestellt wird. Daneben konnte festgestellt werden, dass das Immunsystem durch die 
Einwirkung von ZnO angeregt wird. Die Exposition von ZnO bewirkt die Synthese 
proinflammatorischer Cytokine wie z. B. IFN-γ 46, IL-8 33,47,48, IL-6 49,50, MIP-1α 50, IL-12 46 
und TNF-α 48,50. TNF-α wird in Zusammenhang damit gebracht, die Expression des 
Transporters BIGM-103, der eine Zinkakkumulation bewirkt, zu induzieren.51 Zudem wurden 
weitere inflammatorische Reaktionen bestätigt, denn HAEC zeigten eine in Abhängigkeit zur 
ZnO-Konzentration vermehrte Freisetzung von IL-8, ICAM-1 und MCP-1 mRNA.33 
Um die Relevanz für den scheinbar unbetroffenen Bereich Zahnmedizin aufzuzeigen, sei 
erwähnt, dass bereits Zellschädigungen und ein Rückgang der Zellvitalität bei Verwendung 
von Zinkphosphatzementen nachgewiesen wurden.52 Das Anmischpulver dieser Zemente 
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enthält ZnO. Zwar ist dieses nicht explizit als Nanomaterial deklariert, dennoch erfolgt keine 
Kontrolle der Größe der Bestandteile um Partikel dieser Dimensionen auszuschließen. 
1.2.2. Zinkhaushalt des menschlichen Körpers und einzelner Zellen 
Für den Menschen stellt Zink ein Spurenelement dar. Die Versorgung mit einer adäquaten 
Menge ist zumeist mit der täglichen Nahrungsaufnahme gedeckt und erfordert keine 
Einnahme von nahrungsergänzenden Präparaten. Um die Zinkhomöostase aufrecht zu 
erhalten, sollten laut der deutschen Gesellschaft für Ernährung Frauen täglich 7 mg und 
Männer täglich 10 mg Zink aufnehmen.53 
Die Erkenntnis, dass Zink ein essentielles Spurenelement des Körpers ist, führte zu 
vielzähligen Untersuchungen von pathologischen Erscheinungen, die mit Zinkdefizit oder 
Überangebot einhergehen. Dabei deuten Infektanfälligkeit, Haarausfall, Durchfall oder 
verzögerte Wundheilung auf eine durch die eher unspezifischen Symptome schwer 
erkennbare Unterversorgung. Diese ist durch falsche Ernährungsgewohnheiten nicht als selten 
zu betrachten.54 Dagegen sind Überdosierungen, die sich durch ähnlich unauffällige 
Symptomatik wie Übelkeit, Erbrechen, Lethargie und Durchfälle abzeichnet, selten.55 
Zentrale Regulationsmechanismen des Zinkhaushalts sind die gastrointestinale Absorption 
und Exkretion. Insgesamt befinden sich im menschlichen Organismus etwa 3 g Zink, wobei 
weniger als 0,1 % im Plasma, zum Großteil Albumin-gebunden, und 1 % im 
Extrazellularraum zu finden sind. Mit rund 99 % liegt der überwiegende Anteil intrazellulär 
vor, im Einzelnen ist dies wie folgt aufgeteilt:  
a) als überwiegender Anteil in gebundener Form als Ligand an spezifischen und 
unspezifischen Metalloproteinen und Zinkfinger-Proteinen und 
b) in ungebundener Form als freie, bioverfügbare Ionen. 
Repräsentativ hierfür wurde der Zinkgehalt einer HT-29 Zelle mit 264 µM bestimmt, wobei 
die Konzentration an ungebundenem Zink je nach Proliferationszustand zwischen 614 pM 
und 1,25 nM lag.56 Die in der Literatur angegebenen Gesamtkonzentrationen der meisten 
Zelltypen unterscheiden sich nur geringfügig, wobei die Streubreite bezüglich freier Zn2+ 
stark ausgeprägt ist. Hierbei spielen die verschiedenen hochsensitiven und stark 
umgebungsabhängigen Messmethoden eine Rolle. Unumstritten ist jedoch, dass ein solch 
bemerkenswertes Verhältnis zwischen freien und gesamten Zinkgehalt komplexe wie auch 
präzise Mechanismen zur Regulation des Zinkhaushaltes bedarf. Denn die Zinkaufnahme, 
-speicherung und -ausscheidung müssen exakt aufeinander abgestimmt sein.  
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Die Regulation des Haushaltes durch Speicherung mithilfe verschiedener Metalloproteine, 
wie z. B. das 1957 erstmals isolierte Metallothionein57, werden diskutiert. Denn durch dessen 
hohen Gehalt an schwefelhaltigen Cystein besteht eine hohe Affinität zu Zink. So wurde 
bspw. eine Erhöhung der Expression von MT-1 und MT-2 durch vorangegangene Inkubation 
mit Zn2+ in MAEC festgestellt.58 Ebenso konnten Krezel et al. eine konzentrationsabhängige 
Erhöhung des MT- und T-Gehalts in den HT-29 Zellen nach vorangegangener ZnCl2-
Inkubation nachweisen. Angesichts dessen scheint MT eine bedeutende Rolle im Zinkpuffer- 
und Zinkspeichersystem zu zukommen.56 Dies findet auch in einer kontrollierten 
Bereitstellung des Zinks von MT für Apoenzyme Ausdruck, da durch ATP und GSH/GSSG 
die Freisetzung beeinflusst werden kann.59,60 Neben dieser zytoplasmatisch-
proteingebundenen Speicherung wird eine vesikuläre Speicherung diskutiert, da sich in einer 
Vielzahl an Zellen vesikuläre Strukturen mit einem hohen Zinkgehalt nachweisen lassen. 
Diesen Vesikeln, auch als Zinkosomen bezeichnet, wird Bedeutung für die Zellproliferation 
zugeschrieben.61 Es ist also besonders wichtig, dass die Zelle nicht als homogen gefülltes 
Gebilde angesehen wird, stattdessen gibt die Einteilung auf subzellulärer Ebene in multiple 
membranumschlossene Kompartimente eine Vorstellung über die zelluläre Strukturierung. 
Da Zink einen hydrophilen Charakter zeigt, ist es nicht membrandiffusiv. So ist es 
naheliegend, dass die transmembranöse Aufnahme und Ausscheidung von Zink durch 
spezifische Zinktransporter realisiert wird. Diese sind Gegenstand aktueller Forschungen. 
Zum heutigen Zeitpunkt werden 2 Typen unterschieden, die ZnT-Familie mit 10 und die Zip-
Familie mit 15 bekannten humanen Vertretern. Es herrscht der gemeinsame Konsens, dass 
diese beiden Typen eine gegensätzliche Rolle in der Zinkhomöostase spielen: Während ZnT 
die Verfügbarkeit im Zellplasma reduzieren, indem sie Zink in den Extrazellularraum oder in 
Vesikel schleusen, ermöglichen Zip-Transporter hingegen die Aufnahme in die Zelle 
(s. Abb. 3).62 Die Steuerung dieser Transporter obliegt verschiedenen Mechanismen. 
Einerseits spielen hormonelle Faktoren eine Rolle, weshalb bspw. durch Insulin, IGF-1,  
TGF-α und EGF der zur Zip-Familie gehörende Transporter LIV1 (entspricht ZIP6) induziert 
wird.63,64 Andererseits zeigte sich, dass ein durch TPEN verursachter Zinkmangel eine um das 
achtfache gesteigerte Expression von ZnT5 und ZnT7 zur Folge hat. Im Kontrast dazu lag 
nach der extrazellulären Exposition mit subtoxischen Konzentrationen von Zn2+ eine 
gesteigerte Expression von ZnT1 vor.65 Initiiert wird die Expression von ZnT1 durch Zn2+ 
aktiviertes MTF1, welches ebenfalls das bereits genannte MT induziert.62 Ebenso beeinflusst 
Zn2+ direkt die mRNA-Stabilität von Zinktransportern.66 Es existiert also ein komplexes 
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System den Zn2+-Haushalt einer Zelle zu stabilisieren, wobei die Gesamtheit und die 
Zusammenhänge dieser Mechanismen noch lange nicht komplett verstanden sind. 
 
 
Abb. 3:  Auswahl bekannter Zinktransporter in einer schematisch dargestellten Zelle. Dargestellt sind 
bekannte Zinktransporter: rot markierte Transporter schleusen Zink in das Zytoplasma ein, blau 
markierte Transporter entfernen Zink aus dem Zytoplasma in den Extrazellularraum oder in 
zelluläre Kompartimente. Darstellung adaptiert nach Cousins et al (2006).62 
1.2.3. Die Rolle von Zink im biologischen System 
Zink ist in allen Zelltypen vorhanden, wobei einige wenige, wie z. B. Prostatazellen oder 
Neurone, deutlich höhere Konzentrationen an intrazellulärem Zink aufweisen als andere. 
Allein dieses ubiquitäre Vorkommen und die Zelltyp-abhängigen Konzentrationsunterschiede 
lassen bereits auf den hohen Stellenwert von Zink sowohl für lebensnotwendige Prozesse als 
auch für spezifische Leistungen einzelner Zellklassen schließen. Während Eisen zu 80 % mit 
den Häm-Gruppen assoziiert ist, kommt Zink in einer reichhaltigen Vielzahl von 
verschiedenen Proteinen vor. Nicht zuletzt durch die Entdeckung des ersten Zink-Finger-
Proteins67 ist nunmehr die strukturgebende hohe Affinität von Zink zur Thiolgruppe des 
Cystein68 bekannt. Als in der Folgezeit die biochemische und physiologische Relevanz 
erörtert wurden, führte dies zu einem sprunghaften Anstieg in der Entdeckung neuer 
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zinkhaltiger Proteine. Diese zeichnen sich durch eine große Vielfalt an biologischen 
Funktionen aus. Hieraus ergibt sich wiederum die Konsequenz, dass dem Zink ein Einfluss 
auf nahezu alle Lebensprozesse nicht abgesprochen werden kann.  
Die Bedeutung von Zink als essentieller Mineralstoff zeigt sich bereits durch die Betrachtung 
der Mechanismen, in denen es als Kofaktor dient. Denn zelluläre Prozesse wie 
Signaltransduktion, Transkription (DNA- und RNA-Polymerasen), enzymatische Katalyse, 
Redoxregulation69, DNA-Replikation (Aspartat-Transcarbamoylase), Apoptose, Proliferation 
und Zelldifferenzierung werden durch Zink beeinflusst. Wie aus der Aufzählung ersichtlich 
wird, ist Zink in einer Vielzahl von regulativen und protektiven Metalloproteinen enthalten. 
Die physikochemischen Eigenschaften bedingen, dass es sowohl als katalytisches Zentralion 
(z. B. Alkoholdehydrogenase), als cokatalytischer Faktor (z. B. Phospholipase C) aber auch 
als struktureller Stabilisator (z. B. Proteinkinase C) fungieren kann. Voraussetzung für eine 
Disproportionierungsreaktion, wie bspw. im Rahmen der H2O2-Bildung durch die 
Superoxiddismutase, ist der intermediäre Aufbau eines elektrischen Potentials. Beim 
Zustandekommen und Aufrechterhalten dieses Feldgradienten wird dem Zn2+ eine 
entscheidende Rolle zugesprochen. Neben diesen Funktionen auf zellulärer Ebene wird Zink 
ebenso ein gewisser Stellenwert für die Regulation des gesamten Organismus zugeschrieben. 
Deutlich zum Tragen kommt dies in der Beeinflussung des Nerven- wie auch des 
Immunsystems.70 Ferner sind am Wundheilungsprozess beteiligte Proteine wie Gelatinase-A 
und -B, Kollagenasen und Stromelysine ebenfalls Zinkmetalloproteinasen. 
Allein schon diese Vielzahl an Proteinen und Prozessen, die durch Zink beeinflusst werden 
bzw. erst ihre Wirkung entfalten können, verdeutlichen die Bedeutung dieses Spurenelements 
für das Ablaufen vitaler Prozesse. 
1.2.4. Methoden zur Zinkbestimmung 
Zum Nachweis von Zn2+ sowie zur Bestimmung der Zinkkonzentration werden mehrere 
chemische und physikalische Methoden herangezogen. Dementsprechend wird sich z. B. der 
Atomemissions- und Atomabsorptionsspektrometrie (ICP-AES & AAS) zur medizinischen 
Analyse von Blutproben bedient. Weitere Nachweismöglichkeiten bieten die 
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) sowie die voltammetrische 
Bestimmung wie sie bspw. in der Wasserprobenuntersuchung nach DIN 38406-16 zum 
Einsatz kommt. Mittels Gammaszintillationsmessung unter Verwendung von Radioisotopen71 
sowie Fließinjektionsanalyse ist es ebenfalls möglich Zink zu detektieren und zu 
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quantifizieren. Allerdings lassen all diese Methoden keine Aussagen über den 
Bindungszustand des Zinks zu, da hierbei gebundene Atome und freie Ionen gleichermaßen 
detektiert werden. Ist die Betrachtung freier Ionen als qualitatives Ausschlusskriterium von 
Bedeutung, kann lediglich auf eine kalibrierte Metallelektrode oder die 
emissionsspektrometrische Bestimmung zurückgegriffen werden. Letztere erweist sich 
aufgrund der fortschreitenden Entwicklung hochspezifischer und hochsensitiver Fluorophore 
zur intrazellulären Konzentrationsbestimmung ungebundener Ionen als einfache und 
komfortable Methode, da die Zellen einerseits nicht wie bei anderen Verfahren lysiert werden 
müssen und so andererseits extrazellulär unvermeidbare Verunreinigungen einen geringeren 
Einfluss auf die zu ermittelnden Messwerte haben. Vorteilhaft erweist sich diesbezüglich 
ebenfalls die Darstellung der intrazellulären Kompartimente mit unterschiedlichen Zn2+-
Mengen durch die Fluoreszenzmarkierung mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie. 
Kritisch anzumerken ist jedoch, dass der Einsatz äquimolarer Fluorophorkonzentration nicht 
ausreichend ist, um verwertbare Ergebnisse zu erzielen. Die Verwendung von 
hochüberschüssigen Fluoreszenzmolekülen in Bezug auf den nachzuweisenden Stoff muss bei 
der Interpretation der gewonnen Daten Berücksichtigung finden.72 
1.3. Zielstellung 
Zahlreiche Untersuchungen haben bereits anhand unterschiedlichster Methoden die toxische 
Wirkung von ZnO-Nanopartikeln auf verschiedenste, sowohl primäre als auch neoplastische, 
Zelltypen untersucht und belegt. Einer ursächlichen Untersuchung der deutlich höheren 
Toxizität dieser Partikel gegenüber anderen Nanopartikeln, die möglicherweise in einer 
Freisetzung von Metallionen verschiedener Toxizität begründet sein könnte, wurde hingegen 
meist wenig Aufmerksamkeit geschenkt. 
Infolgedessen ist das Ziel dieser Arbeit, die Rolle der ZnO-Nanopartikel, deren Degradation 
sowie die Wirkung der hierdurch intrazellulär und extrazellulär freigesetzten Zn2+ auf die 
Vitalität und die Homöostase des Ionenhaushaltes der Zelllinie A549 aufzuzeigen. Dabei soll 
insbesondere der Diskrepanz zwischen Expositionsdosis und effektiver intrazellulärer 
Wirkdosis Beachtung geschenkt werden. 
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2. Material und Methoden 
Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurden verwendete Geräte, Verbrauchsmaterialien und 
Chemikalien in Listenform aufgeführt. 
2.1. Geräte 
Gerät/Instrument     Hersteller 
 
Dampfsterilisator (G 7835 CD)   Miele & Cie. KG, Gütersloh D 
Deckgläschen (Ilmglas)    Technisches Glaswerk Ilmenau GmbH D 
Durchflusszytometer (FACSCalibur)  Becton-Dickinson, Heidelberg D 
Eisbereiter (Scotsman AF-20)  Scotsman Europe-Frimont S.p.A., 
Pogliano I 
Gefrierschrank –20 °C (Dometic ML 605)  Dometic GmbH, Siegen D 
Gefrierschrank –80 °C (Sanyo MDF-U5386S) SANYO E&E Europe BV, Etten Leur NL 
Feinwaage (cp224S)     Sartorius, Göttingen D 
Inkubator (Function Line)    Heraeus Holding GmbH, Hanau D 
Konfokales Laserscanning-Mikroskop  Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena D 
(LSM 510 META) 
Laborwassersystem (Simplicity 185)  Millipore GmbH, Schwalbach D 
Magnetrührer      Eppendorf, Hamburg D 
Mikrotiterplatten-Messgerät (Infinite M200) TECAN, Männedorf CH 
Neubauer-Zählkammer     Fein-Optik, Bad Blankenburg D 
Objektträger      Carl Roth GmbH, Karlsruhe D 
pH-Meter (inoLab pH/Cond Level 1)  WTW, Weilheim D 
Pipettensystem      Eppendorf, Hamburg D 
Pipettierhilfe (accu-jet)    Brand GmbH, Wertheim D 
sterile Werkbank (Hera Safe)   Heraeus Holding GmbH, Hanau D 
Spitzenultraschall (Branson Sonifier 250) mit Branson Ultrasonics Corporation, 
Ultraschallspitze konisch, 5 mm (CUO 1262 G) Danbury USA 
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Stickstoffflasche (GT11) Air Liquide Kryotechnik GmbH, 
Düsseldorf D 
Thermobad (Shaker Bath SBS30)   Bibby Scientific, Staffordshire UK 
Tischzentrifuge (MiniSpin)    Eppendorf, Hamburg D 
Ultraschallgerät (UST-K80)    Meinhardt ultrasonics, Leipzig D 
UV/VIS-Spektrometer (Fluoromax 2)  Spex Instruments, Edison USA 
Vortexer (MS2 Minishaker)    IKA, Staufen D 
Zentrifuge (Biofuge primo R) Heraeus Holding GmbH, Hanau D 
2.2. Verbrauchsmaterialien 
Artikel       Hersteller 
 
Cryotubes (Cryo.S)     Greiner bio-one, Frickenhausen D 
Einmalküvetten 1,5ml (Plastibrand PMMA)  Brand GmbH, Wertheim D 
Einmalpipetten (Cellstar 1, 2, 5, 10, 25, 50 ml) Greiner bio-one, Frickenhausen D 
Filter (DynaGard 0,2 µM ME)   Spectrum Laboratories, Compton USA 
Flacontubes (15 ml; 50 ml)    Greiner bio-one, Frickenhausen D 
Handschuhe (Peha-Soft)    Paul Hartmann AG, Heidenheim D 
Kompartimentpetrischale mit Glasboden  Greiner bio-one, Frickenhausen D 
Mikrotiterplatten (96 Kavitäten)  Greiner bio-one, Frickenhausen D 
Mikrozentrifugenfilter (Whatman Anopore 20 nm) Whatman plc, Maidstone UK 
Parafilm      Pechiney Plastic Packaging, Chicago USA 
Pasteurpipetten (Serum Pipette)   Greiner bio-one, Frickenhausen D 
Pipettenspitzen     Sarstedt AG & Co., Nümbrecht D 
Polypropylenfolie (4 µm Dicke)   Goodfellow GmbH, Bad Nauheim D 
Reaktionsgefäße (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht D 
Spritze für Sterilfiltration (Discardit II)  BD Biosciences, San Jose USA 
Titerplatten (6 Kavitäten)  Greiner bio-one, Frickenhausen D 
Tubes (Durchflusszytometrie)   BD Biosciences, San Jose USA 
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2.3. Chemikalien 
Chemikalie      Hersteller 
 
Accutase      PAA, Pasching A 
ADA        Acros Organics, Geel B 
BaCl2       Merck KgaA, Darmstadt D 
CaCl2       Sigma-Aldrich, Steinheim D 
CryoMaxx      PAA, Pasching A 
CuCl2       Merck KgaA, Darmstadt D 
DAPI       Sigma-Aldrich, Steinheim D 
DMSO       Carl Roth GmbH, Karlsruhe D 
EGTA       Sigma-Aldrich, Steinheim D 
Ethanol 70 %      Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig D 
Ethanol 96 %      Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig D 
FACSClean      BD Biosciences, San Jose USA 
FACSFlow      BD Biosciences, San Jose USA 
FACSRinse      BD Biosciences, San Jose USA 
FeSO4        Sigma-Aldrich, Steinheim D 
FKS, hitzeinaktiviert     PAA, Pasching A 
FluoZin-3, freie Säure, zellimpermeable  Molecular Probes, Eugene, USA 
FluoZin-3-Acetomethylester, zellpermeabel Molecular Probes, Eugene, USA 
Glycerol      Merck KgaA, Darmstadt D 
HCl       Carl Roth GmbH, Karlsruhe D 
HEPES      Sigma-Aldrich, Steinheim D 
KCL       Sigma-Aldrich, Steinheim D 
MgSO4      Sigma-Aldrich, Steinheim D 
MnSO4      Merck KgaA, Darmstadt D 
MTT       Sigma-Aldrich, Steinheim D 
NaOH       Carl Roth GmbH, Karlsruhe D 
Paraformaldehyd     Sigma-Aldrich, Steinheim D 
PBS mit Ca2+/Mg2+     PAA, Pasching A 
PBS ohne Ca2+/Mg2+     PAA, Pasching A 
Penicillin      PAA, Pasching A 
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Propidiumiodid     BD Biosciences, San Jose USA 
Pyrithion (Mercaptopyridin N-oxid)   Sigma-Aldrich, Steinheim D 
Streptomycin      PAA, Pasching A 
TPEN        Sigma-Aldrich, Steinheim D 
Trypan Blue Solution 0,4 %    Sigma-Aldrich, Steinheim D 
Trypsin      Invitrogen, Karlsruhe D 
ZnCl2       Sigma-Aldrich, Steinheim D 
ZnO-Nanopartikel     Evonik Degussa GmbH, Essen D 
2.4. Zellkultur 
2.4.1. Biologische Materialien 
Zelltyp   Beschreibung    Herkunft 
A549    humane epitheliale   ATCC 
    Lungenadenokarzinomzellen 
2.4.2. Medien 
Medium (ohne Zusätze) Zusätze    Hersteller 
RPMI 1640 mit Phenolrot      PAA, Pasching A 
10 % FKS (optional)   PAA, Pasching A 
    100 U/ml Penicillin    PAA, Pasching A 
100 µg/ml Streptomycin  PAA, Pasching A 
RPMI 1640 ohne Phenolrot      PAA, Pasching A 
10 % FKS (optional)   PAA, Pasching A 
    100 U/ml Penicillin    PAA, Pasching A 
100 µg/ml Streptomycin  PAA, Pasching A 
2.4.3. Übersicht über die verwendeten Zellkulturgefäße 
Zur Kultivierung der Zellkulturlinie wurden sterile Zellkulturflaschen, -platten und -schalen 
von Greiner Bio-One verwendet. Der Luftaustausch dieser Zellkulturflaschen ist durch eine 
Membran in den Deckeln gewährleistet. 
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Bewuchsfläche  Hersteller    Kulturmediummenge 
25 cm2    Greiner Bio-One, Frickenhausen D  4 ml 
75 cm2    Greiner Bio-One, Frickenhausen D  10 ml 
175 cm2   Greiner Bio-One, Frickenhausen D   20 ml 
2.5. Computer-Software 
Adobe Photoshop   Adobe, München D 
Inkscape 0.48.2 r9819 Inkscape Community  
LSM 510   Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena D 
MS Excel 2000/2007  Microsoft, Unterschleißheim D 
MS Word 2000/2007  Microsoft, Unterschleißheim D 
Origin 6.1   OriginLab Corporation, Northampton USA 
Webmaxc (7/3/2009)  www.stanford.edu/~cpatton/webmaxc/webmaxcE.htm 
WinMDI Version 2.9  Joe Trotter, Scripps Institute La Jolla, Kalifornien, USA 
(Build#2 6-19-2000) 
2.6. Zellbiologische Methoden 
2.6.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Die Zellen wurden in der Log-Phase durch Trypsin abgelöst, ausgezählt und auf eine 
Gesamtzellzahl von 2*106 eingestellt. Nach darauffolgender 5-minütiger Zentrifugation bei 
300 g wurde der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml vorgekühltem CryoMaxx 
(4 °C) resuspendiert und in Cryotubes überführt, welche für 20 min im Kühlschrank (4 °C), 
anschließend 3 h im Gefrierschrank (-20 °C) und danach 8 h in einem -80 °C-Gefrierschrank 
stufenweise abgekühlt, bevor sie in eine mit flüssigen Stickstoff gefüllte Flasche überführt 
wurden. 
Für Experimente wurden zellhaltige Cryotubes aus der Stickstoffflasche entnommen und 
unverzüglich in einem auf 37 °C vorgewärmten Wärmebad aufgetaut. Im Anschluss daran 
erfolgte eine Vermischung der Zellsuspension mit 1 ml RPMI 1640 mit 10 % FKS und eine 
Zentrifugation bei 300 g für 5 min. Das Pellet wurde in RPMI 1640 mit 10 % FKS 
resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt. 
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2.6.2. Kultivierung der A549-Zellen 
Die Kultivierung von A549-Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2-haltiger Atmosphäre und 
90 % Luftfeuchtigkeit. Die Zellkulturen unterlagen dabei zweimal wöchentlich einer 
mikroskopischen Kontrolle. 
2.6.3. Mykoplasmentest 
Die Zellkulturlinie wurde im zweiwöchigen Abstand auf verdeckte Mykoplasmen-
Kontaminationen überprüft. Diese stellen sich als bedeutsames Problem der Forschung mit 
Zellkulturen dar, da sie vielfältig die Stoffwechselvorgänge einer Zelle beeinflussen ohne 
dabei zwingend mikroskopisch sichtbare Veränderung der Zellstruktur hervorzurufen. Solche 
Mykoplasmen-Kontaminationen lassen sich durch Anfärbung der Mykoplasmen-DNA mit 
dem DNA-spezifisch bindenden Flurophors DAPI nachweisen. 
Darüber hinaus sind weitere Methoden etabliert, um Mykoplasmen nachzuweisen. Da einige 
dieser jedoch nur bestimmte Mykoplasmenspezies detektieren und sowohl in Hinsicht auf den 
zeitlichen Aufwand als auch in Bezug auf anfallende Kosten im Vergleich zu der zuvor 
erwähnten Methode nachstehen, wurde auf das geschildertes Verfahren zurückgegriffen. 
 
Durchführung: 
Nach dem Aussäen von 10.000 Zellen auf ein Deckgläschen erfolgte eine Inkubation von 24 h 
bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit bis zur Adhärenz. Im Anschluss wurden die 
Zellen einmal mit PBS gewaschen und danach für 10 min mit 4-%-igem Paraformaldehyd 
fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte die Färbung der Zellen mit DAPI (1 µg/ml 
in PBS). Anschließend wurden die Zellen dreimal für eine Dauer von jeweils 10 min mit PBS 
gewaschen. Daraufhin konnte das Deckgläschen mit einem Tropfen Glycerol auf einen 
Objektträger aufgelegt, die Ränder mit Nagellack versiegelt und schließlich am konfokalen 
Laserscanning-Mikroskop untersucht werden. Die Anregungswellenlänge wurde auf 364 nm 
und die Emissionswellenlänge auf 464 nm festgelegt. 
2.6.4. Passagieren von A549-Zellen 
Vor dem Passagieren von A549-Zellen erfolgte zunächst eine mikroskopische Kontrolle. 
Konnte eine Konfluenz von mindestens 80 % festgestellt werden und war die visuelle 
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Begutachtung einwandfrei, wurden die Zellen wie folgt passagiert. Das Medium wurde 
abgenommen und verworfen. Darauffolgend wurden die Zellen mit 5 ml PBS ohne 
Mineralien gewaschen. Anschließend wurde die Flüssigkeit abgesaugt und 4 ml auf 37 °C 
vorgewärmte Trypsin-Lösung zugegeben. Es erfolgte eine maximal 4 min andauernde 
Inkubationszeit unter mikroskopischer Kontrolle des Vorganges. Die Zellen wurden durch 
sanftes Aufschlagen mit der Hand gegen die Kulturflaschenseitenwände abgelöst. Im nächsten 
Schritt wurden 4 ml RPMI 1640 hinzupipettiert, mit der Zellsuspension vermengt und der 
gesamte Inhalt in ein 15-ml-Falcontube überführt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 300 g 
für 5 min. Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet in 1 ml RPMI 1640 resuspendiert. 
Schließlich wurde die Lösung auf 10 ml aufgefüllt und unter Zuhilfenahme des folgenden 
Protokolls ausgezählt (s. Abschnitt 2.6.5). Daran anknüpfend wurden 200.000 Zellen in eine 
neue mittlere Zellkulturflasche ausgesät und das Volumen mit RPMI 1640 auf 10 ml 
aufgefüllt. 
2.6.5. Zellzahlbestimmung 
Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mittels Neubauerzählkammer und Trypanblau. 
 
Durchführung: 
Das Hämazytometerdeckgläschen wurde auf die Neubauerzählkammer aufgeschoben. Die 
Lagekontrolle erfolgte durch die bei festem Sitz auftretenden Newton’schen Farbringe. Es 
wurden 100 µl Zellsuspension mit 100 µl 0,8 % Trypanblaulösung vermengt. Hiervon wurden 
anschließend 50 µl der Zellsuspension mit Trypanblau unter das Deckgläschen auf die 
Neubauerzählkammer gegeben. Unter dem Mikroskop erfolgte bei 200-facher Vergrößerung 
die Auszählung der Zellen aller vier Quadrate mit dem Handklickzähler ( quadZ ). Der 
Kammerfaktor betrug 104. Für die Berechnung der Zellzahl ergab sich folgende Gleichung 1. 
 
 
Gleichung 1: orKammerfakt
Z
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=
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2.7. Volumenbestimmung einer Zelle 
Die Bestimmung des Zellvolumens ist notwendig, um einen Überblick über das Volumen-
Masseverhältnis von Zelle zu Nanopartikel zu erhalten. Da das Volumen einer adhärenten 
Zelle schwierig zu quantifizieren ist, wurden die Zellen abgelöst und nachfolgend unter dem 
konfokalen Laserscanning-Mikroskop betrachtet und vermessen. Für weiterführende 
Betrachtungen wurde von einer kugeligen Zellform ausgegangen. Zur Ermittlung des 
Zellvolumens (V ) wurde die Gleichung 2 für ein Kugelvolumen bei ermittelten 
Durchmesser ( d ) verwendet. 
 
 
Gleichung 2: 
 
 
Durchführung: 
Die Zellen wurden unter Zuhilfenahme von Trypsin vom Boden des Kulturgefäßes abgelöst 
und in ein mikroskopier-geeignetes Kulturgefäß mit Glasboden überführt. Anschließend 
wurden die Zellen am konfokalen Laserscanning-Mikroskop unter Verwendung eines Argon-
Lasers der Wellenlänge 488 nm untersucht. Dabei wurde der Durchmesser mehrerer Zellen 
pro Experiment bestimmt. 
2.8. Nanopartikelpräparation 
Die ZnO-Nanopartikel wurden unter dem Abzug und unter Zuhilfenahme einer Feinwaage 
mit einer Abweichung d = 0,1 mg abgewogen, um eine Basisdispersion der Konzentration 
5 mg/ml in Wasser herstellen zu können. Somit konnte sichergestellt werden, dass die spätere 
Zugabe der zu untersuchenden Agenzien die Verdünnungsgrenze des Mediums von 4 % nicht 
überschreiten würde. Die Dispersion wurde anschließend über Nacht durch UV-Bestrahlung 
sterilisiert. Um den Einfluss von Partikelaggregation, welche mit zunehmender Standzeit 
auftritt, vorzubeugen, erfolgte die Herstellung der Stockdispersion jeden Monat neu.  
Von hier an erfolgte vor jedem Experiment die Nanopartikelpräperation je nach Anwendung 
auf zwei verschiedenen Wegen. Diese unterscheiden sich in der Ultraschallbehandlung mit 
(1) Ultraschallbad oder (2) Spitzenultraschall: 
3
6
1
dV π=
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1. Die Stockdispersion wurde gründlich durchmischt, um anschließend homogene 
Aliquote in das Medium überführen zu können. Diese Ansätze wiederum wurden für 
30 min im wassergekühlten Ultraschallbad bei Zimmertemperatur behandelt, bevor sie 
zu den Zellen gegeben wurden. 
2. Es wurde ein 1 ml Aliquot der durchmischten Stockdispersion abgenommen und 
anschließend unter Eiskühlung 1 min lang mit dem Spitzenultraschall 
behandelt (50 % Intervall, Output 4). Anschließend wurden hiervon 200 µl 
abgenommen und wie folgt weiter verfahren: 
a) Überführung in 800 µl FKS mit weiterer Spitzenultraschallbehandlung unter 
den eben genannten Bedingungen. Danach wurde die Probe mit RPMI 1640 
ohne FKS-Zusatz verdünnt, so dass sich eine Konzentration von 125 µg/ml 
ZnO supplementiert mit 10 % FKS ergab. Ab diesem Punkt konnte die 
gewünschte Endkonzentration durch weitere Zugabe von RPMI 1640 mit 10 % 
FKS eingestellt werden. 
b) Überführung in 800 µl RPMI 1640 mit weiterer Spitzenultraschallbehandlung 
unter den eben genannten Bedingungen, gefolgt von einer weiteren 
Verdünnung mit RPMI 1640 ohne FKS-Zusatz auf die jeweilig gewünschten 
Endkonzentrationen. 
2.9. Berechnung der Zentrifugationszeit 
Die Zentrifugationszeit leitet sich aus der Stokes’schen Gleichung und der 
Zentrifugalbeschleunignung ab und lautet wie folgt: 
 
 
Gleichung 3: 
 
 
 
Hierbei steht t für die Zentrifugationszeit in Sekunden, η  für die Viskosität des 
Lösungsmittels, h  für die Höhe des Flüssigkeitsstands in der Küvette, ZnOr  bzw. Zentrifuger für 
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Dichte eines ZnO-Partikels bzw. von Wasser und rpm für die Umdrehungen der Zentrifuge in 
einer Minute. 
2.10. Biophysikalische Methoden 
2.10.1. Fluoreszenzspektrometrie 
Das physikalische Grundprinzip der Fluoreszenzspektrometrie beruht auf der konsekutiven 
Photonenemission einer zuvor angeregten Probe, wobei die Anregungswellenlänge kleiner als 
die Emissionswellenlänge ist. Quantenmechanisch kommt es bei der Anregung durch das 
auftreffende Photon zu einem Überführen von Außenelektronen auf eine energiereichere 
äußere Bahn. Die beim Zurückspringen dieses Elektrons auf die ursprüngliche Bahn 
freiwerdende Energie wird in Form eines Photons emittiert. Dieses beschriebene Phänomen 
wird als Photolumineszenz bezeichnet. 
Die zur spektrometrischen Analyse herangezogenen Geräte bestehen im Wesentlichen aus 
einer Lichtquelle, einem Anregungsmonochromator, der Probenkammer, einem 
Emissionsmonochromator und einem Photoelektronenvervielfacher. Das von der Lichtquelle 
ausgesendete polychromatische Licht wird in dem Anregungsmonochromator durch ein 
Beugungsgitter oder ein dispergierendes Element (z. B. Prisma) in seine monochromatischen 
Bestandteile geteilt. Durch ein reflektierendes Element wird nur das Licht gewünschter 
Wellenlänge zur Probe gelenkt. Das emittierte Licht wird durch einen orthogonal zum 
eintreffenden Anregungslichtstrahl befindlichen Emissionsmonochromator geleitet, dessen 
Funktion und Aufbau dem Anregungsmonochromator gleichen. An dem 
Photoelektronenvervielfacher erfolgt nun die Umwandlung und Verstärkung des eintreffenden 
emittierten und monochromatisierten Lichts in ein elektrisches Signal. Der Stromfluss ist 
hierbei im linearen Anwendungsbereich dieses Sekundärelektronenverstärkers proportional zu 
den eingestrahlten Photonen, so dass zu jeder Wellenlänge eine Aussage über deren emittierte 
Lichtintensität möglich ist. 
Die zur Messung verwendbaren Fluoreszenzfarbstoffe besitzen unterschiedlichste 
Eigenschaften und unterscheiden sich daher stark in ihren möglichen Anwendungen, denn sie 
weisen verschiedene Absorptions- und Emissionsspektren sowie unterschiedliche 
Quantenausbeuten auf. Die Fluoreszenzintensität ist dabei immer abhängig von der 
physikochemischen Umgebung des Farbstoffs. Es bestehen Abhängigkeiten vom pH-Wert 
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sowie anderen Ionenkonzentrationen (z. B. Ca2+) einerseits und hydrophile, hydrophobe und 
Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit anderen Molekülen (z. B. DNA).  
Die Messungen wurden an einem Fluoromax-2 in 1,5 ml-Einmalküvetten aus 
Polymethylmethacrylat durchgeführt, da Quarzglasküvetten durch Zinkfreisetzung 
bekanntlich zur Zinkkontamination führen.73 Die Spektren wurden bei Anregung des 
Fluorophors mit 475 nm aufgenommen, so dass eine Beeinflussung durch das 
Anregungssignal ausgeschlossen wurde (s. Abb. 4). 
 
 
Abb. 4:  Absorptions- und Emissionsspektrum von FluoZin-3. 
2.10.2. Charakterisierung der Fluoreszenzeigenschaften des Fluorophors 
Durch die Entwicklung spezifischer Zinksonden ist die Darstellung freier intrazellulärer Zn2+ 
möglich. Das in dieser Arbeit verwendete Fluorophor FluoZin-3 (s. Abb. 5) ist ein aus 
BAPTA abgeleiteter und damit ein dem Fluo-3 und Fluo-4 verwandter Chelator, der durch 
Bindung von Zn2+ seine Fluoreszenzeigenschaften verändert. Während BAPTA ein 
kalziumspezifischer Chelator und Fluo-3/4 ein kalziumspezifisches Fluorophor ist, wird 
hingegen die Fluoreszenz des FluoZin-3 nicht durch die Anwesenheit von Ca2+ beeinflusst.74 
Da andere Metallionen durchaus auf die Fluoreszenzantwort einwirken könnten, soll dies 
neben dem Einfluss des pH-Wertes und der ZnO-Partikel untersucht werden. 
 
440 460 480 500 520 540
0,0
2,0x10
6
4,0x10
6
6,0x10
6
8,0x10
6
1,0x10
7
F
lu
o
re
s
z
e
n
z
, 
(a
.u
.)
λ, (nm)
 Absorptionsspektrum
 Emissionsspektrum
Material und Methoden 
Seite 25 
 
Abb. 5:  Strukturformel von FluoZin-3. 
2.10.2.1. pH-Abhängigkeit der Fluoreszenzantwort 
Biologische Systeme haben komplexe Puffersysteme, um den pH-Wert bei Belastung mit 
Protonen oder Hydroxidionen konstant zu halten. Durch die Impermeabilität der Zellwand für 
Protonen ist die Zelle in der Lage starke Differenzen zwischen Interstitium und dem 
Zytoplasma aufrecht zu erhalten. Auch subzellulären Kompartimenten wie Lysosomen 
können stark vom Zytoplasma abweichende pH-Werte erreichen. Im folgenden Experiment 
wurde der Einfluss einer Veränderung des pH-Wertes auf das Testsystem ermittelt. 
 
Durchführung: 
Es wurden Lösungen mit 25 mM HEPES, 1 mM ADA, 12 nM freie Zn2+, eI = 160 mN 
(s. Gleichung 5) hergestellt, bei denen der pH-Wert auf 6,5; 7; 7,4; 8 bzw. 8,5 eingestellt 
wurde. Durch die unterschiedlichen pH-Werte stellen sich verschiedene Kd-Werte für den 
ADA-Zink-Komplex ein. Deswegen mussten jeweils unterschiedliche Mengen an ZnCl2 
zugegeben werden, um letztlich übereinstimmende Zn2+-Konzentrationen zu erhalten. Die so 
bedingte variable Äquivalenzionenstärke wurde durch eine entsprechende KCl-
Supplementierung ausgeglichen. Anschließend wurden 0,2 µM FluoZin-3 zu den Proben 
dazugegeben und nach 30-minütiger Inkubation bei 37 °C gemessen. 
In einem weiteren Versuch wurde das eben beschriebene Experiment vereinfacht, um die 
Fehlerwahrscheinlichkeit zu minimieren. Hierzu wurde lediglich das Fluoreszenzverhalten im 
Sättigungsbereich beurteilt, anstatt eine Konzentration durch Chelatierung und bereits 
erwähnte Kompensationen einzustellen. Allerdings können hierbei keine Aussagen über die 
Fluoreszenz von einem durch Chelatoren fest eingestellten Wert für Zn2+ getroffen werden. 
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Folglich wurden mit 25 mM HEPES gepufferte Lösungen mit den pH-Werten 3; 6,5; 7; 7,4; 8 
bzw. 8,5 und 11 hergestellt und jeweils mit 100 µM ZnCl2 versetzt. Anschließend wurden die 
Lösungen mit 0,2 µM FluoZin-3 für 30 min bei 37 °C inkubiert und schließlich die 
Fluoreszenz in dieser Sättigungssituation gemessen. 
2.10.2.2. Einfluss anderer Metallionen auf die Fluoreszenzintensität 
Um den Einfluss anderer Metallionen auf die Fluoreszenzintensität feststellen zu können, 
wurde in einem weiteren Experiment die Lösung (25 mM HEPES, pH = 7,4, eI = 160 mN) 
mit jeweils 1, 10, 100 und 1000 µM der folgenden Metallsalze versetzt: FeSO4, CaCl2, BaCl2, 
MnSO4, MgSO4 und CuCl2. Weiterhin wurde ein Komplexbildner zur Chelatierung bereits 
vorhandene Zinkkontaminationen verwendet. Dabei entschied die Kd des Metallion/Chelator-
Komplexes, ob entweder 10 µM ADA, 5 µM TPEN oder 10 µM EGTA verwendet wurde. 
Hierbei sollte die Kd des Zink/Chelator-Komplexes möglichst deutlich höher sein als die Kd 
des zu untersuchenden Metallion/Chelator-Komplexes. So wurde die Konzentration des 
zugegebenen Metallions wenig beeinflusst, während vorwiegend Zn2+ chelatiert werden 
(s. Tab. 3). Daher wurde ADA für Mn2+, EGTA für Ba2+ und Fe2+ und TPEN für Ca2+ und 
Mg2+ verwendet. Allerdings kann keiner dieser Chelatoren Cu2+ mit höherer Affinität binden 
als Zn2+. Aus diesem Grund können Zn2+ durch die Zugabe von CuCl2 aus dem TPEN/Zn
2+-
Komplex verdrängt werden. 
Als Positiv- und Negativkontrolle wurden sowohl eine Probe mit 200 µM ZnCl2 als auch eine 
metallionenfreie Probe mitgeführt. Nach 30-minütiger Inkubation bei 37 °C mit 0,2 µM 
FluoZin-3 erfolgte die fluoreszenzspektrometrische Untersuchung der Proben. Die Ergebnisse 
wurden auf den Sättigungswert relativiert. 
 
Metallion Zn2+ Ba2+ Ca2+ Cu2+ Fe2+ Mg2+ Mn2+ 
Kd ADA 9.9*10
-8 4*10-4 2,3*10-4 4,1*10-10 1,1*10-9 4,2*10-3 2,3*10-5 
Kd EGTA 7,7*10
-10 2,1*10-5 5,5*10-8 9.5*10-15 5,2*10-9 5,2*10-3 2,5*10-9 
Kd TPEN 2.8*10
-15 k. A. 4*10-5 7,6*10-20 3,7*10-14 2*10-2 4,2*10-10 
Tab. 3:  Kd von Metallion/Chelator-Komplexen. Die Kd-Werte wurden mit webmaxc kalkuliert. Die 
Umgebungsfaktoren wurden auf 37 °C, Ie=160 mN und pH 7,4 gesetzt. Die Kd von TPEN/Ca
2+ 
und von TPEN/Mg2+ sind von Arslan et al. ermittelt worden.75 Ahmed et al. bestimmten die Kd von 
ADA/Ba2+ und ADA/Fe2+.76 
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Weiterführend wurde ebenfalls die Fluoreszenzlöschung durch diese Metalle untersucht. 
Hierzu wurden Proben mit 25 mM HEPES, pH = 7,4, 50 nM ZnCl2 und einer 
Äquivalenzionenstärke von eI = 160 mN durch KCl hergestellt. Diese wurden, wie im 
vorangegangen Abschnitt beschrieben, mit 1, 10, 100 und 1000 µM der genannten Metalle 
versetzt und unter gleichen Bedingungen inkubiert. 
2.10.2.3. Einfluss von ZnO-Partikeln auf die Fluoreszenzeigenschaften 
Bei der Beurteilung, ob Fluoreszenzsignale von freien Ionen oder Partikeln ausgelöst werden, 
ist es von entscheidender Bedeutung, die durch gegebenenfalls an FluoZin-3 gebundene ZnO-
Partikel bedingte Fluoreszenz auszuschließen. Hierfür wurde ZnO in den Konzentrationen 
von 3, 10 und 30 µg/ml mit 25 mM HEPES gepufferter Lösung (pH = 7,4) dispergiert. Diese 
wurde je ohne und mit 65 mM EGTA versetzt und anschließend mit 0,2 µM FluoZin-3 
inkubiert. 
2.10.3. Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie stellt ein automatisiertes Verfahren dar, bei dem Zellen bzw. 
Partikel hydrodynamisch fokussiert werden. Dies bedeutet, dass sie in einem 
Flüssigkeitsstrom durch einen fokussierten Lichtstrahl fließen. Dabei auftretende 
Interferenzen ermöglichen es, Zellen nach verschiedenen Gesichtspunkten zu klassifizieren 
und zu quantifizieren. Der Vorteil dieser Einzelteilchenmessung besteht darin, dass in kurzer 
Zeit eine erhebliche Zellzahl analysiert werden kann. Es werden verschiedene Parameter zur 
Charakterisierung der einzelnen Teilchen bestimmt. Während auftretende Beugungsmuster als 
Maß für die Zellgröße – als Forwardscattering (FSC) bezeichnet – herangezogen werden, 
dient das in 90°-Winkel zum eintretenden Strahl gemessene Licht – als Sidescattering (SSC) 
bezeichnet – als Maß für die Granularität der einzelnen Zellen (s. Abb. 6). Daneben ist auch 
eine Fluoreszenzmarkierung möglich. 
 
Fluorophore können durch den Argon-Laser des FACSCalibur zur Fluoreszenz angeregt 
werden und Licht emittieren. Durch verschiedene Spiegel und Filter wird das gebeugte, 
gestreute oder emittierte Licht zu den wellenspezifischen Photodetektoren geleitet. Zu 
beachten ist hierbei, dass die Wellenlänge der maximalen Fluoreszenzintensität der zu 
messenden Farbstoffe in einem der aufgenommenen Fluoreszenzkanäle liegt und sich deren 
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Spektren bei Multikanaldetektion mehrerer Fluorophore mit angrenzenden Kanälen möglichst 
nicht überlappen sollten. So bleibt bei der Betrachtung einzelner Kanäle eine exakt getrennte 
Auswertung gewährleistet, die sonst nur durch aufwendigere Kompensationen hergestellt 
werden könnte. Erwähnt sei jedoch, dass bei der Detektion von fluoreszenzmarkierten Zellen 
auch hier auf eine mögliche Autofluoreszenz der Zellen Rücksicht genommen werden musste. 
Die Analysen wurden mit einem FACSCalibur durchgeführt. 
 
 
Abb. 6: Schema einer Zelle mit gebeugtem und gestreutem Licht bei der Durchflusszytometrie.77 
2.10.4. Bestimmung der intrazelluläre Zn2+-Konzentration mittels Durchflusszytometrie 
Das zellpermeable FluoZin-3 lag als Acetoxymethylester vor, das durch intrazelluläre 
unspezifische Esterasen gespalten wird. Die Rückdiffusion durch die Zellmembran in den 
Extrazellularraum war durch die nun geladene Carboxylgruppen nicht mehr möglich.  
Um die Konzentrationen anhand des emittierten Lichts zu ermitteln, konnte die aus der 
Michaelis-Menten-Gleichung abgeleitete Gleichung 4 (s. Abb. 7) verwendet werden.78 
Voraussetzung hierfür ist ein Hill-Koeffizient von 1 und direkt proportionale 
Fluoreszenzintensität bei steigender Fluorophorkonzentration.  
Die minimale Fluoreszenz ( minF ) entspricht dabei der Summe aus der minimalen Fluoreszenz 
des FluoZin-3 und der Autofluoreszenz der Zellen, welche durch Inkubation der Zellen mit 
dem zellpermeablen, hochsensitiven und zinkspezifischen Chelators TPEN (Kd = 2,8 fM bei 
37 °C, pH = 7,4, eI = 160 mM) ermittelt werden kann. Die maximale Fluoreszenz ( maxF ) 
hingegen stellt die Sättigung des Fluorophors dar, die mittels Inkubation mit einem 
zinkspezifischen Ionophor und Zn2+ messbar wird. Durch das Ionophor Pyrithion werden Zn2+ 
in die Zelle geschleust. 
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Gleichung 4: 
 
Abb. 7:  Beziehung zwischen Michaelis-Menten-Gleichung und Gleichung 4 zur Konzentrationsbestimmung 
unter Zuhilfenahme eines Fluorophors mit Hill-Koeffizient = 1. 
 
Durchführung: 
Für die Untersuchung wurden 450.000 Zellen je Ansatz in einer Zellkulturflaschen ausgesät, 
welche anschließend 24 h zum Anwachsen inkubiert wurden. Danach wurde das Medium 
verworfen und die Zellen zweimal mit PBS mit Ca2+ und Mg2+ gewaschen, woraufhin neues 
Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen von ZnCl2 bzw. ZnO zugegeben wurde. Nach 
der Inkubation von 24, 48 bzw. 72 h konnte das Medium in 15-ml-Falcontubes überführt 
werden. Diese wurden 5 min bei 300 g zentrifugiert, wobei der Überstand anschließend 
verworfen wurde. Währenddessen erfolgte eine zweimalige Waschung der Zellen mit PBS 
ohne Mineralien sowie eine Ablösung dieser vom Boden der Kulturflaschen mit Trypsin. 
Nachdem sich alle Zellen unter mikroskopischer Kontrolle losgelöst hatten, wurden jeweils 
2 ml Medium zugegeben. Die so erhaltenen Zellsuspensionen wurden zu den bereits 
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zentrifugierten Zellen hinzugegeben und nochmals unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. 
Der Überstand konnte daraufhin ebenfalls verworfen und das Zellpellet in 1 ml PBS mit Ca2+ 
und Mg2+ resuspendiert werden. Anschließend wurde ein weiteres Mal zentrifugiert und der 
Überstand erneut verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 µl der Ladelösung (RPMI 1640 mit 
10 % FKS und 5 µM FluoZin-3-AM) resuspendiert. Die Ansätze wurden 30 min bei 37 °C 
inkubiert. Im nächsten Schritt wurden die Ansätze zentrifugiert, der Überstand verworfen und 
die Zellen in PBS mit Ca2+ und Mg2+ resuspendiert. Nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt mit Verwerfung des Überstandes wurden die Zellen in 100 µl PBS mit 
Ca2+ und Mg2+ und 5 µl PI resuspendiert und weitere 15 min inkubiert. Nach vorherigem 
Auffüllen der Lösungen auf 900 µl mit PBS erfolgte deren Aufteilung auf jeweils 3 FACS-
Röhrchen: Zwei dieser Röhrchen entsprechen durch die Zugabe von 75 µM TPEN dem 
minF  
bzw. 50 µM Pyrithion/100 µM ZnCl2 dem maxF . Das dritte Röhrchen hingegen stellt den 
eigentlichen Messwert messF  dar. Die Messung erfolgte an einem FACSCalibur. 
Die Verwendung dieser Methode resultierend aus der Gleichung 4 zur Ermittlung konkreter 
Zn2+-Konzentrationen verlangt allerdings die Ermittlung der Kd des Zink/FluoZin-3-
Komplexes. 
2.10.5. Kd -Wert-Bestimmung des Zink/FluoZin-3-Komplexes 
Die Bestimmung des Kd-Wertes setzt eine exakte Einstellung der Zn
2+-Konzentrationen 
voraus. Zn2+-Kontaminationen können in den physiologisch kleinen Konzentrationsbereichen 
große Auswirkungen haben, die auf heterogene Ursachen zurückzuführen sind. So kann bspw. 
Milliporewasser (R = 18,2 MΩ) bereits Zn2+-Konzentrationen im Nanomolarbereich 
aufweisen. Um den Einfluss solcher Kontaminationen als Störfaktor einer genauen 
Bestimmung zu vermindern, erfolgte die Einstellung der Konzentration unter Verwendung 
von Chelatoren. Hierbei musste beachtet werden, dass der Kd-Wert des 
Zink/Chelatorkomplexes maßgeblich von dem pH-Wert, der Temperatur, der Anwesenheit 
anderer chelatierbarer Ionen und der Äquivalenzionenstärke abhängig ist. Einerseits konnte 
der pH-Wert und die Temperatur mit dem pH-Meter gemessen werden, andererseits musste 
die Äquivalenzionenstärke wie folgt berechnet werden: 
 
 
Gleichung 5: 
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Da nunmehr die Äquivalenzionenstärke ( eI ) nicht nur abhängig von der bekannten 
Konzentration ( ic ), sondern auch von der Ladungszahl ( iz ) ist, zeigt sich die Notwendigkeit 
den Dissoziations- und somit den Ladungszustand der einzelnen Komponenten mittels der 
Henderson-Hasselbalch-Gleichung (Gleichung 6) zu errechnen.  
 
 
Gleichung 6: 
 
 
Hierbei steht pH  für den pH-Wert, SpK  für den negativen dekadischen Logarithmus der 
Säurekonstante SK , HA für eine allgemeine Säure (bzw. eine protonierte Ingrediens) und 
−A  
für deren korrespondierende Base (bzw. eine deprotonierte Ingrediens). 
Das System enthält die Komponenten 25 mM HEPES; 1 mM ADA; 0,1-1 mM ZnCl2. Die 
verschiedenen ZnCl2-Konzentrationen bedingten indirekt – durch eine Änderung des 
Ladungszustandes von ADA – und direkt – durch eine unterschiedliche Konzentration an 
freigesetzten Chloridionen – eine Variabilität der Äquivalenzionenstärke. Folglich muss die 
erwünschte Äquivalenzionenstärke von 160 mM durch die Zugabe von KCl korrigiert 
werden. 
Die Konzentration freier Zn2+ wurde mit webmaxc kalkuliert, so dass die 
Zn2+-Konzentrationen zwischen 1 nM und 4 µM eingestellt werden konnten. Alle Proben 
wurden mit 1 µM FluoZin-3 für 60 min bei 37 °C inkubiert und anschließend mit Hilfe des 
Fluoreszenzspektrometers analysiert. 
2.10.6. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie 
Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie kommt aufgrund ihrer besonderen Möglichkeiten 
in vielen Gebieten der Forschung zum Einsatz. So findet sie bspw. Verwendung in der 
Biologie durch Fluoreszenzmarkierung einzelner Zellkompartimente oder auch in anderen 
Bereichen wie z. B. zur Charakterisierung der Porosität von Marmor79. Eine Problematik, die 
in der normalen Lichtmikroskopie auftritt, stellt das Out-of-Focus-Licht dar, welches aus 
Regionen außerhalb der Fokusebene stammt. Die Wahrnehmung dieses unerwünschten Lichts 
verursacht ein unscharfes und verschwommenes Bild. Durch die Verwendung einer Blende in 
der hinteren Brennebene kann dieses Licht ausgeblendet werden. So wird die Darstellung 
einer fluoreszenzmarkierten Schichtebene in wesentlich geringerer Schärfentiefe ermöglicht, 
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wodurch sich wiederum die axiale Auflösung erhöht. Das digitale Prozessieren lässt die 
Zuordnung der einzelnen Ebenen zu einem dreidimensionalen Bild zu, so dass die räumliche 
Auflösung fluoreszenzmarkierter Areale rekonstruiert werden kann. Zusätzlich ist es möglich 
mehrere Fluorophore in einer Probe auszuwerten, da durch die Wahl eines entsprechenden 
Anregungslasers die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe einzeln angeregt werden können 
bzw. das emittierte Licht in unterschiedlichen Detektionskanälen gefiltert aufgezeichnet 
werden kann. 
 
Konfiguration des Strahlengangs: 
Die Proben wurden mit einem Argon-Laser mit einer Wellenlänge von 488 nm durch den 
Hauptfarbteiler (488 nm) zur Fluoreszenz angeregt. Das durchtretende Licht wurde im 
Durchlichtkanal detektiert. Das emittierte Licht wurde über einen Spiegel zu einem 
Nebenfarbteiler (545 nm) geleitet, welcher das Licht mit geringerer Wellenlänge durch einen 
Bandpassfilter der Bandbreite 505 – 530 nm und das mit größerer Wellenlänge durch einen 
Bandpassfilter der Bandbreite 560 – 615 nm lenkt. Nach der jeweiligen Filterung erfolgte das 
Detektieren des Lichts in den Fluoreszenzkanälen 1 und 2. 
 
Durchführung: 
Für die Experimente wurden 30.000 Zellen in eine Kammer eines vierfach 
kompartimentierten Kulturgefäßes ausgesät und 24 h unter den bekannten Konditionen 
inkubiert. Bei erlangter Adhärenz erfolgte eine Waschung der Zellen mit PBS und die 
Inkubation mit 200 µM ZnCl2 und 20 µg/ml ZnO in RPMI 1640 mit 10 % FKS für weitere 24 
h. Nach einem weiteren Waschvorgang wurden die Zellen 15 min lang mit 5 µM FluoZin-3 in 
RPMI 1640 mit 10 % FKS geladen. Es folgte eine erneute Waschung, so dass die Zellen in 
Kulturmedium ohne Phenolrot mit 5 µl PI für weitere 5 min inkubiert und anschließend am 
konfokalen Laserscanning-Mikroskop betrachtet werden konnten. Zusätzlich wurde eine 
Kontrollprobe ohne FluoZin-3-Färbung mitgeführt, um die Einstellungen des Mikroskops so 
zu konfigurieren, dass keine Autofluoreszenz der Zellen erkennbar war. Analog zu den 
Untersuchungen am Durchflusszytometer wurden auch hier nur PI-negative Zellen 
aufgenommen und anschließend mit 50 µM Pyrithion/ 100 µM ZnCl2 die maximale und mit 
75 µM TPEN die minimale Fluoreszenz visualisiert. 
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2.10.7. Bestimmung der Auswirkung vorangegangener Ultraschallpräparationsart auf 
die freigesetzte Zn2+-Konzentration aus ZnO 
Die Präparationsart der Nanopartikel beeinflusst die Größe der Agglomerate im Medium. Es 
gilt dabei zu untersuchen, ob die messbare Zn2+-Konzentration beeinflusst wird. 
 
Durchführung: 
Um die Zn2+-Konzentration, die aus ZnO freigesetzt wird, zu ermitteln, wurde ZnO an der 
Feinwaage eingewogen, um anschließend eine ZnO-Stockdispersion mit der Konzentration 
von 5 mg/ml herzustellen. Daraus konnte durch Dilution eine 1 mg/ml Vorverdünnung 
gewonnen werden. Die restliche Stockdispersion wurde mit dem Spitzenultraschall (1 min, 
50% Intervall, Output 4) behandelt. Darauffolgend wurde hieraus ebenso eine 1 mg/ml 
Vorverdünnung hergestellt. Aus beiden Vorverdünnungen war es schließlich möglich, jeweils 
3 ml ZnO-Dispersionen der Konzentrationen 3, 10, 30, 100 µg/ml in 25 mM HEPES, mit 
einem pH-Wert von 7,4 hergestellt. Die zuvor noch nicht ultraschallbehandelten Proben 
wurden für 30 min ins Ultraschallwasserbad gegeben. Nach 72 h Inkubation bei 25°C wurde 
jeweils 1 ml ZnO-Dispersion abgenommen und anschließend 30 min bei 13400 rpm 
(MiniSpin) zentrifugiert. Daraufhin wurden 500 µl des Überstandes zu 500 µl der Messlösung 
gegeben, so dass sich 25 mM HEPES, pH = 7,4, eI  = 160 mN, 500 µM ADA ergaben. Nach 
60-minütiger Inkubation mit 1 µM FluoZin-3 bei 37 °C erfolgte die Messung am 
Fluoromax-2. 
2.10.8. Bestimmung des Zinkgehalt mittels ICP-AES, ICP-MS und Ionenstrahlmikroskopie 
2.10.8.1. ICP-AES 
ICP-AES ist eine Analysemethode zur qualitativen und quantitativen Bestimmung von 
Elementen im Spurenbereich. Diese Methode bedient sich durch das Anlegen eines 
Hochfrequenzfeldes der Übertragung von thermischer Energie durch Zusammenstöße von 
sich im Plasma bewegenden Elektronen, Ionen und Atomen zur Überführung der Moleküle in 
freie Atome bzw. Ionen. Die durch die hohen Temperaturen angeregten Elemente einer Probe, 
welche durch ein Argonaerosol in das Plasma eingeleitet wurden, senden elementspezifische, 
elektromagnetische Strahlung (qualitative Analyse) aus, deren Intensität von der vorliegenden 
Elementkonzentration abhängig ist. In Bezug auf die Untersuchung dieser Arbeit wurden 
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mehrere Versuche durchgeführt, um ein geeignetes Trennverfahren zur Isolation der 
Nanopartikel der Dispersionen zu finden. Die vorbereitende Recherche deutete darauf hin, 
dass Filter und Zentrifugation als geeignet anzusehen sind.  
 
Durchführung der Probenherstellung: 
Zunächst wurde eine ZnCl2-Konzentration von 200 µM in RPMI 1640 jeweils mit und ohne 
FKS hergestellt. Diese Proben wurden jeweils in 3 Anteile aufgeteilt. Ein Teil wurde durch 
Mikrozentrifugenfilter bei 10000 g filtriert. Ein weiterer Anteil wurde 1 h bei 13400 rpm 
zentrifugiert. Der dabei entstandene Überstand wurde abgenommen und die Konzentration 
ermittelt. Der unbehandelt verbliebenen Lösungsanteil wurde mitgeführt und als 
Kontrolllösung zur Bestimmung der Ausgangskonzentration verwendet. Idealerweise sollte 
die gemessene Konzentration im Filtrat, Überstand und der Ausgangslösung identisch sein, 
um auszuschließen, dass die durchgeführten Trennverfahren Einfluss auf die zu messende 
Zn2+-Konzentration haben.  
Die Proben wurden um Faktor 1000 verdünnt, um im Detektionsbereich zu bleiben. Als 
Hintergrundwerte wurden Milliporekontrollproben den gesamten Herstellungs- und 
Löseprozess mitgeführt und von den Messproben substrahiert.  
Im Zuge interner Veränderungen im Helmholtz-Zentrum für Umweltforschung war es jedoch 
leider nicht mehr möglich, dort weitere Experimente durchzuführen. Somit musste eine 
andere Möglichkeit gefunden werden, die Konzentrationen zu bestimmen. Daher wurden 
weitere Experimente mittels ICP-MS durchgeführt. 
Die Messungen erfolgten unter Leitung von Dr. Hans-Joachim Stärk im 
Umweltforschungszentrum in Leipzig. 
2.10.8.2. ICP-MS 
Die ICP-MS Untersuchungen wurden von Dipl. Biochem. Marco Dorn während des 
forschungsbedingten Auslandsaufenthalts in China beauftragt. Grundgedanke dieser 
Experimente war es noch immer, ein geeignetes Trennverfahren zu etablieren, ohne dabei die 
Anteile von Zn2+ bzw. ZnO zu verändern. Es wurden Proben mit 3 verschiedenen pH-Werten 
verwendet. Bei einem pH-Wert von 4,5 (Acetat-Puffer) ist ein Großteil des ZnO dissoziiert, 
während bei einem pH-Wert von 10,1 (TRIS-Puffer) das Dissoziationsgleichgewicht auf 
Seiten der Partikel liegt. Zusätzlich wurde eine HEPES-gepufferte Dispersion (pH = 7,4) 
hergestellt, welche vereinfacht die Bedingungen des Mediums repräsentiert.  
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Durchführung: 
Es wurden ZnO-Dispersionen von 30 µg/ml durch die bereits geschilderte 
Präparationsmethode mit Ultraschall hergestellt. Diese waren jeweils durch Acetat, HEPES 
und TRIS auf den jeweiligen pH-Wert von 4,5; 7,4 und 10,1 eingestellt. Die so gewonnenen 
Stammdispersionen wurden je in 2 Teile aufgeteilt. Ein Anteil verblieb unbehandelt und 
wurde direkt dem Aufschlussverfahren zur ICP-MS Messung unterzogen. Der zweite Teil 
wurde bei 16000 g für 30 min zentrifugiert, so dass anschließend der Überstand abgenommen 
werden konnte, der für die Messung vorbereitet wurde. Im Aufschlussverfahren wurden je 
900 µl aller zu messenden Proben in 100 µl Königswasser gegeben, um deren Inhalt 
aufzuschließen und in einem für diese Methode messbaren Zustand zu überführen. 
2.10.8.3. Ionenstrahlmikroskopie  
Die Messungen wurden von Dipl. Biochem. Marco Dorn im Ionenstrahlmikroskop-
Loboratorium an der Nanosonde LIPSION der Fakultät für Physik und Geowissenschaften der 
Universität Leipzig durchgeführt. Eine ortsaufgelöste Auswertung wird durch die Anwendung 
von den Spektroskopiemethoden PIXE und RBS ermöglicht. Da dies eine eher wenig 
angewendete Methodik darstellt, soll der Aufbau des LIPSIONs zur Erläuterung im 
Folgenden kurz umrissen werden. 
Als Inzidenzteilchen wurden ausschließlich Protonen verwendet. Ein Teilchenbeschleuniger 
erzeugt einen Ionenstrahl. Der Strahl verläuft stets in einem Hochvakuum. Nach dem Austritt 
aus dem Beschleuniger kann der Strahl mittels Schaltmagnete in die RBS/Channeling-
Kammer gelenkt werden. Im weiteren Verlauf durchtritt der Strahl die Objekt- und 
Aperturblende von 100 µM bzw. 300 µM. Vor dem Eintritt des Strahles in die Probenkammer 
wird dieser durch die Quadropollinsen fokussiert. Die Probenkammer besteht aus einer 
Vakuumkammer mit Probenhalterung auf der Positionierungsplattform, einem 
Röntgendetektor, einem RBS-Detektor und einem Mikroskop. Letzteres dient zur Einstellung 
des gewünschten Messbereichs der Probe. Während der Messung wird die Probe von dem 
Strahl abgerastert, was durch eine elektromagnetische Ablenkeinheit ermöglicht wird. 
 
Die Ladung ist für die Konzentrationsbestimmung durch PIXE von großer Bedeutung, da sie 
die Gesamtheit aller aufgetroffenen Inzidenzteilchen repräsentiert. Sie kann während der 
Probenmessung bestimmt werden. Da in diesem Fall der Wirkungsquerschnitt aller in der 
Material und Methoden 
Seite 36 
Probe vorhandenen Elemente bekannt ist, kann dieser über die Simulation des RBS-
Spektrums ermittelt werden. 
Die Rutherford-Rückstreuspektroskopie untersucht die von Probenatomen zurückgeworfenen 
Ionen des Ionenstrahles. Der Detektor ermittelt dabei deren verbliebene Energie. Diese ist 
abhängig vom Winkel des Detektors zum ursprünglichen Ionenstrahl, der eintreffenden 
Energie des Strahls und der Masse des getroffenen Probenatoms. Über das RBS-Spektrum 
wurde letztlich die Probenzusammensetzung, Probendicke und Ladung bestimmt. 
 
Probenherstellung: 
Die mit Polypropylenfolie bespannten Probenhalterungen mussten zunächst mit Fibronektin 
beschichtet werden. Ansonsten würden die A549-Zellen am zuvor hydrophoben Boden nicht 
adhärieren. Nach anfänglicher Sterilisation mit 80-prozentigen Alkohol und 30 min UV-Licht 
wurden die Proben mit 2 ml einer 5 µg/ml Fibronektinlösung bei Raumtemperatur inkubiert. 
Im Anschluss wurden 16000 Zellen je Quadratzentimeter ausgesät. Nach der nächtlichen 
Inkubationsphase erfolgte die 48-stündige Exposition mit ZnO. Um den Gehalt an 
extrazellulär assoziierten ZnO gering zu halten, wurden die Zellen fünfmal mit PBS ohne 
Mineralien gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen mit reinem Methanol (-20°C) fixiert. 
2.10.9. Bestimmung der Zeitabhängigen Freisetzung von Zn2+ aus 100 µg/ml ZnO mittels 
Fluoreszenzspektroskopie 
Um einen sinnvollen Zeitrahmen für die durchzuführenden Experimente abzustecken, muss 
das Zeitfenster bekannt sein, in dem sich das chemische Gleichgewicht zwischen ZnO und 
Zn2+ einstellt. Relevanz hat dies v. a. für Experimente mit Überstand, da hier darauf zu achten 
ist, die Partikel nicht vor der Einstellung des Gleichgewichts von den Ionen zu trennen. 
 
Durchführung: 
Es wurde eine Partikeldispersion von 100 µg/ml gemäß dem Präparationsprotokoll aus 
Abschnitt 2.8. hergestellt. Diese wurde in einem Wärmebad bei konstant 21 °C stetig bewegt. 
In Zeitintervallen von anfangs 30 min wurden 1 ml Dispersion abgenommen und 
anschließend zentrifugiert (MiniSpin 15 min, 13400 rpm). Im Anschluss wurden 500 µl des 
Überstands zu 500 µl der vorbereiteten Messlösung überführt, so dass sich 25 mM HEPES, 
pH = 7,4, eI  = 160 mN, 500 µM ADA ergaben Diese Probe wurde mit 1 µM FluoZin-3 für 
60 min bei 37 °C inkubiert und schließlich gemessen. 
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2.10.10. Bestimmung der pH-Änderung während des Lösungsvorganges von ZnO in einem 
ungepufferten System 
Die Bestimmung des pH-Wertes eines ungepufferten Systems wird durch das in der 
Umgebungsluft enthaltene CO2 und der damit verbundenen nichtenzymatischen 
Kohlensäurebildung falschniedrig. Dies wurde insoweit berücksichtigt, indem nur von einem 
konstanten pH-Wert ausgegangen wurde, der sich nach Lösung von CO2 bei einem pH-Wert 
von etwa 5,5 einstellt. 
 
Durchführung: 
Es wurde Milliporewasser unter Benutzung eines Magnetrührers mit dem pH-Meter gemessen 
bis sich ein konstanter pH-Wert eingestellt hatte (pH = 5,5). Währenddessen erfolgte das 
Einwiegen von ZnO. Danach wurde mit dem pH-adjustierten Wasser eine Stockkonzentration 
von 1 mg ZnO/ml eingestellt. Die gewonnene Basisdispersion konnte anschließend auf 
verschiedene Konzentrationen von ZnO in Millipore verdünnt werden. Der dynamische 
Verlauf des pH-Wertes wurde über mehrere Stunden dokumentiert. 
2.10.11. Inhibition der Clathrin-abhängigen Endozytose 
Die Zelle kann durch verschiedene Wege in Interaktion mit Partikeln treten. Ein wichtiger 
und äußerst relevanter Mechanismus ist die Endozytose, über die Partikel in die Zelle 
eindringen können. Zu diesen Aufnahmemechanismen gehört die Clathrin-abhängige 
Endozytose80, die hauptsächlich für die in dieser Arbeit verwendeten Partikelgrößen 
verantwortlich ist. Insofern aufgenommene Partikel intrazelluläre Schäden verursachen, muss 
sich die Inhibition dieses Vorganges auf die Vitalität der Zellen auswirken. Durch 
verschiedenen Studien hat sich die Inhibition durch hypertone Inkubation mit 
hochkonzentrierter Saccharose etabliert.81,82 
Die Untersuchung der Toxizität erfolgte durch PI-Färbung der Zelle, da MTT ebenfalls über 
Endozytose aufgenommen wird. 
 
Durchführung: 
Es wurden in jede Kavität einer 6-Loch-Kulturplatte 150.000 Zellen ausgesät und diese 24 h 
bis zur erlangten Adhärenz inkubiert. Anschließend wurde zweimalig mit PBS mit Mineralien 
gewaschen, um daraufhin mit 450 mM Saccharose in RPMI 1640 für 1,5 h zu inkubieren. 
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Nach weiteren 2 Waschschritten wurden die Zellen mit 30 und 100 µg/ml ZnO jeweils ohne 
und mit 10 % FKS für 6 h inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen analog zu Abschnitt 2.6.4. 
abgelöst und mit PI in Bindepuffer gefärbt. Die Messung erfolgte mittels 
Durchflussyztometrie. 
2.11. Zytotoxizitätstest MTT 
Der MTT-Proliferationstest ist eine etablierte Methode zur Ermittlung der Wirkung von 
Toxinen auf die Proliferationsrate der Zellkultur. Es handelt sich hierbei um eine 
kolorimetrische Bestimmung der Aktivität mitochondrialer Reduktasen (s. Abb. 8). Das den 
Zellen zugegebene gelbe, wasserlösliche Tetrazoliumsalz wird in vitalen Zellen in einer 
NADH-abhängigen Reaktion in wasserunlösliches, dunkelblaues Formazan umgewandelt. Die 
Farbintensität und die Vitalität verhalten sich direkt proportional. 
 
 
Abb. 8:  Mitochondriale Reduktion des MTT (links) zu Formazan (rechts). 
 
Durchführung: 
In 96-Loch-Mikrotiterplatten wurden 6000 Zellen in 80 µl RPMI 1640 (mit 10 % FKS und 
jeweils 100 U/ml Streptomycin und Penicillin supplementiert) ausgesät und für 24 h bei 
37 °C, 5 % CO2 kultiviert. Nachdem die Zellen am Kavitätenboden angewachsen waren, 
wurde das Medium abgesaugt, zweimal mit PBS gewaschen und je nach Experiment eines der 
folgenden Gemische zugegeben: 
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1. RPMI 1640 mit 10 % FKS mit 
a) ZnO-Nanopartikeln der Konzentrationen 3, 10, 30, 100 µg/ml 
b) ZnO-Nanopartikeln der Konzentrationen 3, 10, 30, 100 µg/ml und  
3,5 mM ADA 
c) ZnCl2 in den Konzentrationen 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 750, 
1000 µM 
2. RPMI 1640 mit 0 % FKS mit 
a) ZnO-Nanopartikeln der Konzentrationen 3, 10, 30, 100 µg/ml 
b) ZnO-Nanopartikeln der Konzentrationen 3, 10, 30, 100 µg/ml und  
1 mM ADA 
c) ZnCl2 der Konzentrationen 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 200, 1000 µM 
3. Überstand des zentrifugierten (MiniSpin 45 min, 13400 rpm), 96 h zuvor hergestellten 
RPMI 1640 mit 0 % bzw. 10 % FKS mit ZnO-Nanopartikeln der Konzentrationen 3, 
10, 30, 100 µg/ml. 
Nach Inkubation über 24, 48 und 72 h wurden 8,8 µl MTT-Lösung zu den 80 µl Medium pro 
Kavität zugegeben und für 3 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend konnte 
sämtliche Flüssigkeit abgesaugt und die am Boden der Kavität befindlichen Formazankristalle 
in 200 µl DMSO gelöst werden. Um Interaktionen mit den enthaltenen Zellbestandteilen und 
den Nanopartikeln zu verhindern, wurden 150 µl der so hergestellten Lösung in 
Reagiergefäße überführt und 5 min bei 11.000 rpm (MiniSpin) zentrifugiert. Daraufhin konnte 
eine unbenutzte 96-Loch-Mikrotiterplatte mit 80 µl Zentrifugationsüberstand je Kavität 
befüllt und am Mikrotiterplattenphotometer mit der Messwellenlänge von 550 nm und 
Referenzwellenlänge von 630 nm ausgemessen werden. 
2.12. Statistische Auswertung 
Alle Daten sind als Mittelwerte in Berücksichtigung des Standardfehlers dargestellt. 
Vergleiche zwischen den Mittelwerten erfolgten mittels t-Test. 
Das arithmetische Mittel, die Standardabweichung und der Standardfehler wurden 
entsprechend ihrer mathematischen Definition nach den folgenden Gleichung 7 bis 9 
berechnet. 
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2.12.1. Berechnung des arithmetischen Mittels 
 
Gleichung 7: 
 
 
Das arithmetische Mittel ( x ) berechnet sich aus den Variablen Merkmalausprägung am i -ten 
Element ( ix ) und der Probenanzahl ( n ). 
2.12.2. Berechnung der Standardabweichung 
 
Gleichung 8: 
 
 
Hier stellt S  die Schätzfunktion der Standardabweichung mit den Variablen 
Stichprobenanzahl ( n ), Merkmalausprägung am i-ten Element ( ix ) und dem arithmetischen 
Mittel ( x ) dar. 
2.12.3. Berechnung des Standardfehlers 
 
Gleichung 9: 
 
 
Der Standardfehler des arithmetischen Mittels (
x
S ) ist die Standardabweichung ( S ) dividiert 
durch die Wurzel der Stichprobenanzahl ( n ). 
 
Zur Auswertung der MTT-Daten wurden die Mittelwerte der Kontrollprobe willkürlich auf 1 
normiert und die eigentlichen Messwerte auf diesen bezogen. Die Auswertung der Messdaten 
der Durchflusszytometrie erfolgte mit der Software WinMDI Version 2.9, wobei hier die 
Medianwerte ermittelt wurden. 
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3. Ergebnisse 
3.1. Die Charakterisierung des Fluorophors FluoZin-3 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die intra- und extrazelluläre Konzentration von 
ungebundenen Zn2+ zu bestimmen und diese auf die toxischen Eigenschaften der eingesetzten 
Agenzien zu beziehen. Die Ermittlung der Konzentration erfolgte über einen zinkspezifischen 
Fluorophor. Dabei ist es unabdingbar die Eigenschaften des Fluorophors genau zu kennen, da 
verschiedene äußere Einflüsse die Messergebnisse entscheidend beeinflussen könnten. 
Insbesondere komplexe Systeme, wie bei Experimenten mit vitalem biologischem Gewebe, 
lassen Störfaktoren zu, die zu Ungenauigkeiten von Messergebnissen führen können. 
Infolgedessen müssen bei der Interpretation der gewonnenen Daten die Eigenschaften des 
verwendeten Fluorophors berücksichtigt werden. So kann die ermittelte Abhängigkeit der 
Quantenausbeute von den verschiedenen Umgebungsbedingungen helfen, Fehler zu 
minimieren und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. 
3.1.1. Dissoziationskonstante des Zink/FluoZin-3-Komplexes 
Da sich Zellen aufgrund unterschiedlicher Stoffwechselaktivitäten differierend mit dem 
Fluorophor färben lassen, ist die Erstellung einer Eichkurve zur Ermittlung der intrazellulären 
Zn2+-Konzentration ungeeignet. Daher musste die entsprechende Kurve mittels einer 
Zweipunktkalibrierung ( maxF  und minF ) bestimmt werden (s. Abb. 7). Um jedoch 
intrazelluläre Konzentrationen über die beschriebene Gleichung 4 berechnen zu können, muss 
die Kd des Zink/FluoZin-3-Komplexes bekannt sein. Zur Fehlerminimierung und 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse sollten die Bedingungen der Experimente zur Kd-
Bestimmung den physiologischen Verhältnissen entsprechen. Demgemäß wurde die 
Äquivalenzionenstärke auf 160 mN mit KCl eingestellt. 
Die durch Titration ermittelte Kd lag bei 15,2 nM und der Hill-Koeffizient bei nH = 1 
(s. Abb. 9). Diese Ergebnisse entsprechen dem in der Literatur angegebenen Wert von 
Kd = 15 ± 2 nM.
83 Wie auch dort beschrieben, war bei 100 nM die maximale 
Fluoreszenzintensität erreicht, womit sich ein sinnvoller Messbereich auf niedrigere Werte 
beschränkt. 
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Der steile Anstieg der Fluoreszenzantwort wiederum ermöglicht die Differenzierung 
geringster Änderungen der Zn2+-Konzentration. Dies und die geringe Beeinflussung durch 
andere chelatierbare Ionen, insbesondere sei hier auf Kalzium (bis mindestens 100 µM)84 
verwiesen, lassen FluoZin-3 als ein geeignetes Mittel für die intrazellulären Messungen 
erscheinen. 
 
 
Abb. 9:  Fluoreszenzspektrometrische Ermittlung der Zn2+-Konzentration zur Bestimmung des Kd-Werts. 
(B) ist der Ausschnitt in (A) als Rechteck markiert. Fmax stellt die Sättigungsfluoreszenz und 
0,5 Fmax die halbmaximale Fluoreszenz dar. Die ermittelte Kd liegt bei 15,22 nM; (n = 3; 
arithmetisches Mittel ± SEM). 
3.1.2. Fluoreszenzeigenschaften in Abhängigkeit des pH-Wertes 
Die Umgebungsbedingungen haben einen entscheidenden Einfluss auf die 
Fluoreszenzausbeute des verwendeten Fluorophors, so dass Merkmale – wie auch die Kd – 
verändert sein können. Um die Auswirkung eines vom physiologischen Bereich 
abweichenden pH-Wertes und der sich daraus ergebenden Konsequenzen für nachfolgende 
Untersuchungen bestimmen zu können, wurde die Fluoreszenz bei konstanter Zn2+-
Konzentration bei verschiedenen pH-Werten ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abb. 10 
dargestellt. Aufgezeigt ist hierbei das Emissionsverhalten im Sättigungsbereich (s. Abb. 10 A) 
und bei einer bioverfügbaren Zn2+-Konzentration von 12 nM, welche mittels Chelator ADA 
eingestellt wurde (s. Abb. 10 B). Während sich in (A) nachweisen lies, dass geringfügige 
Abweichungen in einem pH-Bereich von 6,5 bis 8,5 toleriert werden können, zeigte sich in 
(B) eine größere pH-Abhängigkeit. Hierbei muss darauf verwiesen werden, dass die 
Einstellung der freien Ionenkonzentration mittels Chelatoren aufgrund der pH-abhängigen 
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Veränderungen der Anteile der einzelnen Komponenten an der Äquivalenzionenstärke nur 
durch Zugabe von KCl ausgeglichen werden kann. Des Weiteren ist ein Chelator aufgrund der 
veränderten Kd nur in einem bestimmten pH-Bereich geeignet, exakt die freie Konzentration 
festzulegen. Dabei bedingen die verschiedenen Kd-Werte eine differierende Menge des 
zuzugebenden Gesamtzinks bei gleicher Konzentration freier Ionen. Durch diese 
Einschränkungen steigt die Fehlerwahrscheinlichkeit an. 
Anzumerken bleibt, dass bei einem pH-Wert von 3 bzw. 11 keine Fluoreszenz mehr 
festzustellen war, was wiederum konform zu den bereits publizierten Angaben eines 
vollständigen Verlusts der Fluoreszenzantwort bei einem pH-Wert < 4 ist.83 
 
 
Abb. 10:  Darstellung der Fluoreszenzintensität des FluoZin-3-Komplexes in Abhängigkeit vom pH-Wert. 
Verwendeter Puffer: HEPES 25 mM; Ie = 160 mN (A) Fluoreszenz bei Sättigung mit 10 µM ZnCl2 
(B) c[Zn2+] = 12 nM; ADA 1 mM - die durch pH-Einstellung bedingte Variabilität der Ie wurde 
durch entsprechende KCl-Zugabe kompensiert; (n = 3; arithmetisches Mittel ± SEM). 
3.1.3. Beeinflussung der Fluoreszenzeigenschaften durch ZnO 
Je komplexer ein Messsystem ist, desto größer ist die Wahrscheinlichkeit, dass Interaktionen 
verschiedener Komponenten die Messergebnisse beeinflussen können. Um akkurate 
Ergebnisse sicherzustellen, ist es von entscheidender Bedeutung, den Einfluss der 
zugegebenen Nanopartikelstruktur zu kennen. Vorangegangene Untersuchungen haben 
gezeigt, dass Nanopartikel von Zellen aufgenommen werden können. Diese könnten somit die 
folgenden intrazellulären Messungen beeinflussen, da es denkbar ist, dass diese mit dem 
Fluorophor interferieren und somit dessen Eigenschaften verändern. Das bevorzugte 
Vorgehen zur Überprüfung von Interaktionen, die eine Veränderung der Fluoreszenzantwort 
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bedingen, ist gekennzeichnet durch die kontrollierte Zugabe des zu untersuchenden Agens bei 
nachfolgender Messung der Fluoreszenzintensität. Im vorliegenden Fall ist dies derartig nicht 
zu realisieren, da es durch die Zugabe höherer Konzentrationen an ZnO zu auftretenden 
Streueffekten einerseits und zum sofortigen Lösen von Zn2+ andererseits kommt. Diese Zn2+ 
führen sofort zu einer gesteigerten Fluoreszenzantwort. Hinzu kommt die vorausgesetzte 
Verwendung eines Chelators, um die Konzentration innerhalb des messbaren Bereichs 
einzustellen. Dabei würde es zu einer quantitativ schwer nachvollziehbaren Veränderung der 
Äquivalenzionenstärke durch ZnO kommen.  
Um dennoch den erwähnten Effekt ausschließen zu können, wurden sämtliche bioverfügbaren 
Zn2+ durch Zugabe des Chelators EGTA gebunden. Aufgrund der so erlangten 
Unzugänglichkeit der Zn2+ zu den Fluorophormolekülen konnte nun die Interaktion der 
Nanopartikel mit dem Farbstoff untersucht werden, ohne die bei Erhöhung der ZnO-
Konzentration auftretenden Streueffekte beachten zu müssen. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 11 dargestellt. Es zeigte sich, dass der Messwert bei allen 
eingesetzten Konzentrationen durch die Zugabe von EGTA um ein zehntausendstel auf das 
Niveau der entsprechenden Hintergrundfluoreszenz absinkt. Somit hat die Anwesenheit der 
ZnO-Partikel keinen oder nur einen geringen Einfluss auf den zu messenden Parameter. 
 
 
Abb. 11:  Einfluss von ZnO auf die Fluoreszenzeigenschaften von FluoZin-3. HEPES: 25 mM; pH = 7,4; 
FluoZin-3: 0,2 µM; Inkubation: 20 min; (n = 3; arithmetisches Mittel ± SEM; alle Ergebnisse 
liegen auf einem Signifikanzniveau von p < 0,001 (***)). 
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3.1.4. Beeinflussung der Fluoreszenzeigenschaften durch andere Metallionen 
Spezifität und Sensitivität gelten als Gütekriterien für Testverfahren zur Größenangabe 
falschnegativer bzw. falschpositiver Testergebnisse. Konform zu den variablen Kd der 
Chelatoren zu Metallionen ist auch eine Bindung mit unterschiedlicher Affinität der 
jeweiligen Metallionen an die Fluorophormoleküle zu berücksichtigen, um die Spezifität zu 
beurteilen.  
Die Untersuchung einer Auswahl bedeutender zweiwertiger Metallionen zeigt, dass in den 
Konzentrationsbereichen, die inner- und außerhalb einer Zelle vorkommen können, Vorsicht 
geboten ist. Es wurden Konzentrationen von 1, 10, 100, 1000 µM von Barium, Kalzium, 
Kupfer, Magnesium und Mangan untersucht, inwieweit Wechselwirkungen mit dem 
Fluorophor FluoZin-3 auftreten (s. Abb. 12). Einerseits war in Abwesenheit von Zn2+ bei 
Barium, Kalzium, Kupfer, Eisen und Magnesium keine gesteigerte Fluoreszenz zu 
verzeichnen, andererseits führte die Zugabe von Mangan zu einer erhöhten Intensität 
(s. Abb. 12 A).  
So zeigte sich bei Mangan eine Zunahme ab 10 µM auf 2,2 ± 0,4 % und bei 100 bzw. 
1000 µM auf jeweils 8,9 ± 1,4 bzw. 12,9 ± 1,9 % relativ zur Sättigung durch Zn2+. Dagegen 
erhöhte sich bei 1 mM Barium die Fluoreszenz lediglich auf 1,6 ± 0,6 %. Obgleich sich einige 
Metalle in Abb. 12 A eher unauffällig darstellen, weisen diese jedoch eine erhebliche 
Einflussnahme durch Fluoreszenzlöschung auf (s. Abb. 12 B). Während Kalzium und 
Magnesium keine Auswirkungen auf die Intensität hatten, waren Auswirkungen bei Kupfer, 
Eisen und Mangan nicht von der Hand zu weisen. Besonders auffällig war der 
Auslöschungseffekt durch Kupfer, da hier bei 100 nM nur noch 10,3 ± 0,6 % der 
ursprünglichen Intensität vorhanden war. Bei bereits 1 µM war ein vollständiger Verlust der 
Fluoreszenz zu vermerken.  
Kritisch zu hinterfragen ist auch die Fluoreszenzlöschung bei FeSO4, da durch die 
Verwendung von FKS Eisen zugeführt wurde. Bei 1 µM bzw. 10 µM sank die Intensität auf 
89,4 ± 3,4 bzw. 72,6 ± 3,1 % ab. Dabei war die Auswertbarkeit der Eisen- wie auch 
Kupferproben eingeschränkt, da sich ab 100 µM ein Niederschlag bildete. Dieser entstand 
vermutlich durch die Interaktion mit HEPES. Von den Messwerten wurden hier die Spektren 
der Proben ohne Fluorophor abgezogen. Dennoch zeigten sich bei niedrigerer Konzentration, 
bei der keine Präzipitation auftrat, eine eindeutige Abnahme der Fluoreszenzintensität. 
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Abb. 12:  Beeinflussung des Fluoreszenzsignals durch Anwesenheit von den zweiwertigen Metallionen Ba2+, 
Ca2+, Cu2+, Fe2+, Mg2+ bzw. Mn2+ in den Konzentrationen 1, 10, 100, 1000 µM (A) durch 
Fluoreszenzerhöhung bei Chelatierung von Zn2+ relativ zur Sättigung durch Zugabe von 100 µM 
ZnCl2 und (B) durch Fluoreszenzlöschung bei einer Ausgangskonzentration von 50 nM Zn
2+. 
(n = 3-4; arithmetisches Mittel ± SEM). 
 
Zusammenfassend ist folglich festzuhalten, dass der Fluorophor FluoZin-3 einen steilen 
Anstieg des Fluoreszenzsignals im niedrigen Nanomolarbereich aufweist, was sich in der 
Kd = 15,22 nM widerspiegelt, ohne dabei durch kleine pH-Schwankungen oder von 
ZnO-Partikeln beeinflusst zu werden. Jedoch ist Vorsicht durch eine relevante 
Beeinflussung der Fluoreszenz durch verschiedene Metallionen geboten. 
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3.2. Der Lösungsprozess von ZnO 
Toxische und antibakterielle Effekte, die bei Schwermetallexposition auftreten, sind bereits 
ausführlich untersucht worden.85 Bedeutung erlangt dies durch den Fakt, dass ZnO-
Nanopartikel sich in Dispersion auflösen und Zn2+ freisetzen. Diese pH- und Kd-abhängige 
Dissoziationsreaktion stellt in einem von Partikelgröße, Aggregatgröße und verschiedenen 
Umgebungsbedingungen abhängigen Zeitrahmen ein Gleichgewicht zwischen Nanopartikeln 
und gelösten Ionen her. Um Rückschlüsse auf die Zn2+-spezifische Toxizität der Nanopartikel 
ziehen zu können und grundliegende Mechanismen des Lösungsprozesses zu verstehen, ist es 
unabdingbar, die Konzentration der Ionen und die zeitabhängige Löslichkeit näher zu 
charakterisieren. 
3.2.1. Freisetzung von Zn2+ während der Lösung von ZnO 
Dass die unterschiedlichen Ultraschallbehandlungen einen Einfluss auf die Größe der 
Partikelagglomerate haben, wurde bereits untersucht.86 Dabei wurden in Abhängigkeit der 
Behandlung unterschiedliche Partikelgrößen ermittelt. Allerdings wurden trotz 
unterschiedlicher Größen vergleichbare Ergebnisse bezüglich der Toxizität erzielt. Die 
Partikelgröße hat demnach keinen großen Einfluss auf die Toxizität. Daraufhin sollte 
untersucht werden, ob sich auch unterschiedliche Zn2+-Konzentrationen in Abhängigkeit der 
Ultraschallpräparation einstellen. Hierfür durchliefen die Proben zwei Präparationsmethoden, 
aus denen unterschiedliche Partikelgrößen resultieren. Anhand dieser in Abb. 13 dargestellten 
Endpunktuntersuchung ließen sich nur geringfügige bzw. keine Unterschiede in der Zn2+-
Konzentration feststellen. Das Lösungsverhalten deutet auf eine Sättigung in höheren 
Konzentrationen hin. Die Konzentration an freien Zn2+ lag bei 21,9; 59,9; 87,3 und 124,9 µM 
für jeweils 3, 10, 30, 100 µg/ml ZnO. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
beiden Präparationsmethoden. 
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Abb. 13:  Endpunktkonzentration von Zn2+ in HEPES-gepufferten (pH 7,4) Wasser in Abhängigkeit der 
Ultraschallpräparationsart. HEPES: 25 mM; pH = 7,4; ZnO-Konzentrationen: 3, 10, 30, 
100 µg/ml; Inkubationsdauer: 96 h, anschließende Zentrifugation und Inkubation mit 1 µM 
FluoZin-3 für 1 h bei 37 °C (n = 4; arithmetisches Mittel ± SEM). 
3.2.2. pH-Veränderungen infolge des Lösungsprozesses 
Beim Auflösungsprozess und der damit verbundenen Freisetzung von Zn2+ reagieren 
Wasserstoffionen mit dem ZnO.87 
 
Reaktionsgleichung 1: 
 
Deshalb ist von einer Alkalisierung der Milieus auszugehen. Um diese Änderungen und deren 
zeitlichen Verlauf zu ermitteln, wurde ZnO in ungepuffertem Wasser gelöst (s. Abb. 14). 
Hierbei zeigte sich eine deutliche Sättigungskinetik bei einem pH-Wert von 7,6. Daraus ergibt 
sich, dass der pH-Wert maßgeblich das Lösungsvermögen beeinflusst und Puffer womöglich 
die Lösung insoweit unterstützt, bis die Pufferkapazität aufgebraucht bzw. ein pH-Wert von 
7,6 erreicht ist. Bedeutsam erscheint an dieser Stelle auch die Bildung von 
Zinkhydroxidverbindungen. Ab einem pH-Wert von 6,6 beginnt eine Fällungsreaktion unter 
Bindung von Hydroxidionen an Zn2+.88 Dies verzögert den Anstieg des pH-Werts.  
Das Erreichen des Sättigungswerts unterlag zeitlicher Variabilität in Abhängigkeit der 
eingesetzten ZnO-Konzentration. Bei höheren Konzentrationen und damit bei größerer zur 
OHZn2HZnO 2
2 +↔+ ++
3 10 30 100 3 10 30 100
0
20
40
60
80
100
120
140
Ultraschallbad Spitzenultraschall
Z
n
2
+
, 
(µ
M
)
ZnO, (µg/ml)
Ergebnisse 
Seite 49 
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
5,0
5,5
6,0
6,5
7,0
7,5
8,0
B
p
H
Zeit, (min)
 100 µg/ml
 30 µg/ml
 10 µg/ml
Reaktion befähigter Oberfläche, stellte sich schneller der Sättigungswert ein. Während bei 
100 µg/ml die Sättigung schon nach ungefähr 2,5 h eintrat, wurde dies bei 10 µg/ml erst nach 
54 h erreicht.  
 
 
Abb. 14:  Die pH-Änderung während des Lösungsprozesses von 10, 30, 100 µg/ml ZnO in ungepuffertem 
Wasser.  
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment von 3 unabhängigen Experimenten, (B) ist ein 
Ausschnitt aus (A). 
3.2.3. Löslichkeit von ZnO 
Die Lösung der Partikel führt zu einer Einstellung des Gleichgewichts zwischen Zn2+ und 
ZnO-Partikeln. Nach wenigen Vorversuchen wurde klar, dass die zu erwartende 
Konzentration an Zn2+ über dem messbaren Bereich für FluoZin-3 liegen wird. Dabei stellt 
sich die Messung in Wasser und Puffer als unproblematischer dar, als das für RPMI 1640 der 
Fall war. Denn bei den folgenden Experimenten ist bei den bekannten Komponenten und 
deren berechneten Einfluss auf die Äquivalenzionenstärke eine Chelatierung der Zn2+ 
notwendig, um die Konzentration in den messbaren Bereich abzusenken. In einer 
komplexeren Lösung wie RPMI 1640 ist dies durch eine Vielzahl verschiedener 
Komponenten, die alle Einfluss auf die Äquivalenzionenstärke haben, allerdings nicht 
möglich. Zusätzlich kommt es durch die Supplementierung mit FKS zu einem erhöhten 
Streulichtanteil, welcher wiederum das eigentliche Fluoreszenzsignal überlagert. Eine 
fluoreszenzspektrometrische Bestimmung der Zn2+ ist durch diese Gegebenheiten zumindest 
mit FluoZin-3 nicht möglich. Es wurden daher alternative Methoden in Erwägung gezogen. 
Andere Forschungsarbeiten, die sich mit Nanopartikeln befassten, erhoben Konzentrationen 
mit AES bzw. AAS oder ICP-MS.89 Da bei diesen Methoden keine Aussage über den 
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Bindungszustand des zu untersuchenden Elements getroffen, sondern nur die gesamte 
Konzentration eines Elements in der gemessenen Probe ermittelt werden kann, muss vor der 
Messung eine Trennung der Ionen von den Partikeln erfolgen. Als vermeintlich geeignete 
Herangehensweisen wurden daher Zentrifugation und Filtration untersucht (s. Abb. 15). Dabei 
war festzustellen, dass bei der Anwendung einer geeigneten Filtergröße (20 nm) Interaktionen 
von Zn2+ mit der Filtermembran stattfanden. Denn nach Filtration des Mediums mit 200 µM 
ZnCl2 war eine deutlich geringere Konzentration von Zn
2+ nachweisbar. Zusätzlich erwies 
sich die Filtration bei FKS supplementiertem Medium als eher ungeeignet, da die 
Filtermembran dazu neigte zu verstopfen. Ebenfalls führte eine Zentrifugation (MiniSpin; 
60 min bei 13400 rpm) zur Verminderung der Konzentration in einem unakzeptablen 
Maßstab. Diese Effekte waren bei der Supplementierung mit FKS noch ausgeprägter. Darüber 
hinaus ist es schwierig, Aussagen darüber zu treffen, ob eine klare Trennung erfolgte. Denn 
die Größe der Poren einer Filtermembran unterliegt einer statistischen Streuung, wobei schon 
bei größeren Poren als notwendig Verstopfungen auftraten. Ebenso kam es zu 
unumgänglichen Interaktionen mit den Wänden des verwendeten Gefäßes und mit 
Komponenten des Mediums. Daher diente die Berechnung der Zentrifugationszeit nach 
Gleichung 3 zwar als gute Orientierung, muss aber dennoch mit Vorsicht betrachtet werden, 
da solche Wechselwirkungen darin nicht berücksichtigt sind. Es bleibt ungeklärt, unter 
welchen Bedingungen alle Partikel abzentrifugiert worden sind, ohne dass andere Bestandteile 
des Mediums ebenfalls aus dem Überstand entfernt wurden. Zusätzlich führte die räumliche 
Kompartimentierung zu einer veränderten Löslichkeit mit dem entstehenden 
Konzentrationsgefälle von Partikeln innerhalb des Zentrifugiergefäßes. Es konnte daher keine 
sichere Bestimmung der Konzentration von bioverfügbaren Zn2+ in Medium erfolgen. 
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Abb. 15:  Auswirkung der Separierungsmethoden von Zn2+ und ZnO durch Zentrifugation und Filtration in 
RPMI 1640 mit 0 % und 10 % FKS auf die durch AAS messbare Zinkkonzentration.  
Unbehandelt: 200 µM ZnCl2; zentrifugiert: 200µM ZnCl2 zentrifugiert bei 13400 rpm für 1 h; 
filtriert: 200 µM ZnCl2 nach Filtration durch 20 nm Filter (n = 2; arithmetisches Mittel ± SEM). 
 
Daneben stellten sich nicht allein die Auswirkungen des Trennverfahrens als Problem dar. 
Denn mittels ICP-MS war eine pH-abhängige Zinkkonzentration nachweisbar, obwohl die 
gleiche Konzentration an ZnO eingewogen worden ist (s. Abb. 16). Im pH-Bereich 4,5 lösten 
sich die Partikel vollkommen auf, so dass sowohl bei der unzentrifugierten als auch bei der 
zentrifugierten Probe nahezu die eingewogene Sollkonzentration vorlag. Die Messung für 
freie Zn2+ erscheint demnach möglich und die Zentrifugation hat kaum einen Einfluss auf die 
Messung freier Ionen. Bei einem pH-Wert von 7,4 konnte bei der unbehandelten Probe trotz 
sorgfältiger Durchmischung nicht die ursprünglich eingestellte Konzentration von 24,1 µg/ml 
Zink gemessen werden. Hier entzogen sich offenbar Partikel durch beispielsweise 
Interaktionen mit den Gefäßwänden der Messung. Diese Erkenntnis lässt es fragwürdig 
erscheinen, ob überhaupt eine genaue Partikelkonzentration einstellbar ist. Jedenfalls sank die 
Zinkkonzentration nach der Zentrifugation erwartungsgemäß weiter ab. Bei einem pH-Wert 
von 10,1 war anzunehmen, dass ein noch größerer Anteil in partikulärer Form vorlag. 
Allerdings waren auch hier die zuvor beschriebenen Effekte noch stärker ausgeprägt. 
Möglicherweise ist dieses Absinken der nachweisbaren Konzentration auch praktisch 
begründet, da gegebenenfalls durch den basischen Charakter der Messlösung 
Zinkhydroxidverbindungen ausfallen. Dadurch ist keine homogene Probe mehr herstellbar 
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bzw. lässt sich dieser Niederschlag nur bedingt durch dünne Pipettenspitzen aufsaugen. Auch 
durch mehrfache Optimierungsversuche konnte keine verlässliche Methodik zur Trennung 
und anschließender Konzentrationsbestimmung von Parikeln und freien Zn2+ erlangt werden. 
 
Abb. 16:  Einfluss des pH-Wertes und der Zentrifugation auf die mittels ICP-MS messbare 
Zinkkonzentration bei 30 µg/ml ZnO.  
pH-Wert (Puffer): 4,5 (Acetatpuffer), 7,4 (HEPES), 10,1 (TRIS); „unbehandelt“ stellt die Probe 
vor der Zentrifugation dar, „zentrifugiert“ ist der Überstand der unbehandelten Probe nach der 
Zentrifugation bei 16000 g für 30 min; die gepunktete Linie entspricht der eingewogenen 
Sollkonzentration von 30 µg/ml ZnO (24,1 µg/ml Zink). (pH 4,5: n = 1; pH 7,4: n = 3; pH 
10,1: n = 1; arithmetisches Mittel ± SEM). 
 
Zur Bestimmung des zeitlichen Ablaufs der Freisetzung von Zn2+ wurde eine 100 µg/ml ZnO-
Dispersion unter konstanten Bedingungen inkubiert und in halbstündigen Intervallen die Zn2+-
Konzentration bestimmt. Die Ergebnisse in Abb. 17 zeigen, dass nach 250 Minuten keine 
weitere Dissoziation der Partikel stattfindet. Offensichtlich stellt sich eine Endkonzentration 
bei 180 µM Zn2+ bei 100 µg ZnO pro ml ein. Natürlich entsprechen diese angegebenen 
Konzentrationen nicht dem Lösungsverhalten in einem Medium, da die verschiedenen 
Bestandteile die Dissoziationsgeschwindigkeit und das Dissoziationsgleichgewicht durch 
Bindung der Zn2+ beeinflussen.  
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Abb. 17:  Zeitabhängige Löslichkeit von ZnO-Partikeln der Konzentration 100 µg/ml in Wasser ohne 
Puffersystem. Inkubation bei 25 °C über 10 h; ZnO-Konzentration: 100 µg/ml, Abnahme von 
Proben in Zeitintervallen von anfangs 30 min mit anschließender Zentrifugation und Inkubation 
des Überstandes in 25 mM HEPES pH = 7,4, 500 µM ADA, Ie  = 160 mN mit 1 µM FluoZin-3 für 
1 h bei 37 °C (n = 3; arithmetisches Mittel ± SEM). 
 
Festzuhalten bleibt demnach, dass infolge des Lösungsprozesses Zn
2+
 in 
Konzentrationsbereichen freigesetzt werden, die eine Schädigung der Zelle verursachen 
können. Eine Trennung von Partikeln und freigesetzten Zn
2+
 ist nur bedingt 
realisierbar. Nach 250 min ist die maximale Lösung in Wasser erreicht, wobei die Größe 
der Partikel keinen Einfluss auf die freigesetzte Zinkmenge hat. 
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3.3. Größe und Volumen einer A549-Zelle 
 
Abb. 18:  Beispiel zur Ermittlung des Zelldurchmessers einer einzelnen Zelle. Zellen wurden abgelöst und 
unter Zuhilfenahme des konfokalen Laserscanning-Mikroskops vermessen. 
 
Vitale Zellen nehmen eine abgerundete Form an, sobald sie vom Boden des Wells abgelöst 
werden. Aufgrund dieser Kugelform lässt sich das Volumen durch die Bestimmung des 
Durchmessers einfacher berechnen als bei adhärenten Zellen. Diese abgelösten Zellen wurden 
unter dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht und der Durchmesser nach dem 
in Abb. 18 veranschaulichten Vorgehen anhand der Intensitätsänderung ermittelt. Die 
Ergebnisse dieser Methode liefern zwar nicht die exakten Volumenwerte einer adhärenten 
Zelle, um einen Eindruck über die Größenverhältnisse zu gewinnen, stellten sie jedoch eine 
ausreichende Näherung an die tatsächlichen Relationen dar. Die bestimmten Werte und das 
errechnete Volumen sind in Tab. 4 aufgelistet. 
 
 Wert SD 
Durchmesser, (µm) 16 1,6 
Volumen, (pl) 2,1 0,6 
Tab. 4:  Zellgröße und Volumen. 
 
Eine einzelne Zelle hat einen Durchmesser von 16 µm und somit ein Volumen von 2,1 pl. 
Distanz, (µm) 
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3.4. Zellvitalitätstest MTT 
Inwieweit die in Abschnitt 3.2 beschriebenen Prozesse ausreichen, um eine völlige Auflösung 
der Nanopartikel zu erreichen, bleibt aufgrund der alleinigen Bestimmung freier Ionen 
fraglich. Sicher ist jedoch, dass ein erheblicher Anteil als Ionen freigesetzt wird. Dabei 
scheint die Fragestellung nach der Zn2+-spezifischen Toxizität interessant. Diesbezüglich 
stellt sich die klare Trennung der Partikel von den Ionen als anspruchsvolle und bedeutende 
Aufgabe heraus. Nachweislich können Zn2+ in Konzentrationsbereichen, wie sie von den 
Partikeln freigesetzt werden, die Vitalität von Zellen beeinflussen. Denn bei 100 bis 200 µM 
Zink wurden in vitro toxische Effekte bei verschiedenen Zelltypen festgestellt.90 Daher wurde 
in den nachfolgend aufgeführten Experimenten die Toxizität von ZnCl2, ZnO und ZnO-
Überstand sowie von ZnO mit chelatierten freien Ionen untersucht und verglichen.  
3.4.1. Toxizitätseffekte infolge von ZnO-Exposition 
Zunächst wurden die A549-Zellen verschiedenen Konzentrationen an ZnO über 
unterschiedliche Zeiträume ausgesetzt. Wie in der Abb. 19 ersichtlich, ergab sich bei diesen 
Experimenten zur Untersuchung der Toxizitätseffekte infolge einer ZnO-Exposition eine 
konzentrations- und geringfügig zeitabhängige Abnahme der Vitalität.  
Betrachtet man die FKS-freien Untersuchungen (s. Abb. 19 A), zeigt sich eine deutliche 
Abnahme der Zellvitalität ab bereits 3 µg/ml. Hier verringerte sich die Vitalität auf 
57,1 ± 16,2; 56,4 ± 5,4 und 30,6 ± 11,0 % nach jeweils 24, 48 und 72 h. Die Expositionsdauer 
spielte dabei ab 10 µg/ml keine entscheidende Rolle mehr, da bereits nach 24 h ein Großteil 
der Zellen avital war. Eine Supplementierung mit 10 % FKS hingegen wirkte sich positiv auf 
die Überlebensquote der Zellen aus. Ohne eine Supplementierung war der Anteil vitaler 
Zellen bei 10 µg/ml nach 24 h bei 13,7 ± 2,3 % (s. Abb. 19 A), währenddessen dieser bei 
Supplementierung mit FKS nach 24 h noch 78,0 ± 9,3 % betrug (s. Abb. 19 B). Allerdings 
zeigte sich auch, dass der positive Effekt des FKS bei einer Konzentration von 100 µg/ml 
erschöpft war und kaum zur Vitalerhaltung der Zellen beitrug. Insgesamt lag der Anteil vitaler 
Zellen bei einer Supplementierung mit FKS in Bezug auf die Dosen 3, 10, 20, 30 und 
100 µg/ml nach 24 h jeweils bei ungefähr 90, 78, 49, 29 und 8 %. Zudem wurde eine eher 
vernachlässigbare Abhängigkeit der Toxizität von der Expositionsdauer deutlich, so dass ein 
Großteil der toxischen Mechanismen bereits vor dieser Zeit abzulaufen scheint. Diese 
zeitabhängige Toxizität spiegelte sich in den LD50-Werten von 19,5 µg/ml nach 24 h, 16,9 
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µg/ml nach 48 h und 17,7 µg/ml nach 72 h wider. Demzufolge ist die Überlebensquote einer 
Zellpopulation umso geringer, je länger diese ZnO ausgesetzt war. 
 
 
Abb. 19:  Konzentrationsabhängige Toxizität von ZnO in Medium (A) ohne und (B) mit 10 % FKS nach 
einer Inkubationsdauer von 24, 48 und 72 h relativ bezogen auf die Kontrolle als gepunktete Linie. 
Obere x-Achse: Zinkanteil an zugegebenen ZnO; untere x-Achse: ZnO-Konzentration (n = 3; 
arithmetisches Mittel ± SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
3.4.2. Chelatierung freier extrazellulärer Zn2+ im vitalen Zellmodell 
Inwieweit die von Partikeln freigesetzten Zn2+ toxikologische Konsequenzen für die Zelle 
haben, kann durch deren Chelatierung abgeschätzt werden. Allerdings ist in Versuchen mit 
lebenden Zellen ein ausgewogener intra- und extrazellulärer Ionenhaushalt von Bedeutung, 
der bei der Verwendung von unspezifischen Chelatoren verändert wird. Denn diese 
unspezifischen Komplexbildner selektieren ein breites Spektrum an Ionen. Durch die Bindung 
essentiell lebensnotwendiger Elemente wirken sie sich auf die Zellphysiologie und Adhärenz 
aus. Durch die Verwendung eines zinkspezifischen, nicht-membrangängigen Chelators 
(ADA) kann der Einfluss der erhöhten extrazellulären Konzentration auf eine physiologische 
Ionenhomöostase vermindert werden, ohne dabei die Konzentration anderer Ionen zu stark zu 
beeinflussen.  
Grundliegender Gedanke der Experimente, die in Abb. 20 dargelegt sind, war es eine 
geeignete Konzentration von ADA zu finden, die die Vitalität der Zellen in möglichst 
geringem Ausmaß beeinflusst. Daher wurden die Zellen über 24, 48 und 72 h mit 
verschiedenen Konzentrationen an ADA inkubiert. In den Untersuchungen zeigte sich dabei 
eine Abhängigkeit des toxischen Effekts von der FKS-Supplementierung. So lag die LD50 mit 
10 % FKS (s. Abb. 20 B) nach 24 h bei 8,4 mM, während ohne FKS (s. Abb. 20 A) lediglich 
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3,5 mM erreicht wurden. In beiden Fällen war eine recht ausgeprägte Zeitabhängigkeit 
festzustellen, so dass nach 48 h bzw. 72 h dieser Wert bei jeweils 9,4 mM bei RPMI 1640 mit 
FKS und bei 6,1 mM bzw. 5,5 mM ohne FKS lag. Bemerkenswert hierbei war die erhöhte 
Vitalität der FKS-supplementierten Zellen bei steigender Inkubationsdauer mit 1 bis 3,5 mM 
ADA, die mit längerer Expositionsdauer auftrat. Denn ohne FKS-Beimengung konnte dieser 
Effekt nicht beobachtet werden. Möglicherweise bindet ADA zellschädigende Bestandteile 
und kann durch seine Puffereigenschaft den pH-Wert stabilisieren. In höheren 
Konzentrationen wird allerdings ein größerer Anteil lebensnotwendiger Ionen chelatiert, was 
einen Einbruch der Vitalität erklären würde. Der Grund für die deutlich höhere Toxizität ohne 
FKS wiederum kann darin bestehen, dass keine weiteren Ionen durch FKS zugeführt und ein 
größerer Anteil an Ionen frühzeitiger chelatiert wurde. Dementsprechend wurde die in 
weiterführenden Experimenten eingesetzte Konzentration von ADA für FKS-freies Medium 
auf 1 mM und für FKS-supplementiertes Medium auf 3,5 mM festgesetzt, da bei diesen 
Konzentrationen davon ausgegangen werden kann, dass stets mehr als 80 % der 
Zellpopulation vital war. 
 
 
Abb. 20:  Konzentrationsabhängige Toxizität von ADA in Medium (A) ohne und (B) mit 10 % FKS nach 
einer Inkubationsdauer von 24, 48 und 72 h relativ bezogen auf die Kontrolle als gepunktete Linie. 
(n = 3-5; arithmetisches Mittel ± SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
 
Bei den Versuchen mit Chelatierung der Zn2+, die von ZnO freigesetzt wurden, ist auf dem 
ersten Blick auffällig, dass der Anteil vitaler Zellen – abgesehen von 100 µg/ml ZnO – 
sowohl ohne FKS als auch mit 10 % FKS stets über 70 % lag (s. Abb. 21). Vergleicht man die 
Ergebnisse dieses Experiments mit den Toxizitätsuntersuchungen von ZnO-Exposition 
(s. Abb. 19), offenbart sich eine deutliche Erhöhung der Überlebensquote der Zellen. Bei 
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nunmehr 100 µg/ml ZnO, bei der zuvor durch reine ZnO-Exposition keine Vitalität mehr 
nachzuweisen war, konnte nun durch eine Chelatorzugabe ein signifikant höheres Überleben 
sowohl in supplementiertem als auch FKS-freiem Medium festgestellt werden. Bei 
Betrachtung dieses Ergebnisses scheint den bioverfügbaren Ionen in Bezug auf Toxizität 
offensichtlich große Bedeutung zuzukommen. Denn bei allen Konzentrationen lag die 
Vitalität deutlich über 50 %, lediglich im FKS-freien Experiment sank die Überlebensquote 
bei 100 µg/ml deutlich ab.  
 
  
Abb. 21:  Toxizitätseffekt von ZnO-Nanopartikeln in Anwesenheit von 1 bzw. 3,5 mM ADA in (A) FKS-freiem 
und (B) FKS-supplementiertem Medium nach 24-, 48- und 72-h-Inkubation relativ bezogen auf die 
Kontrolle als gepunktete Linie. Obere x-Achse: Zinkanteil an zugegebenen ZnO; untere x-Achse: 
ZnO-Konzentration (n = 3-5; arithmetisches Mittel ± SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
3.4.3. Toxizitätseffekte infolge Zn2+-Exposition 
Aufgrund der signifikanten Erhöhung der Überlebensquote durch die Chelatierung von Zn2+ 
liegt die Vermutung nahe, dass die ZnO-Nanopartikel einen geringeren Anteil an toxischen 
Effekten haben, als bisher vermutet. Womöglich sind diese alleinig durch bioverfügbare Zn2+ 
begründet. Aufgrund dessen erfolgten die Untersuchungen der Exposition sowohl mit ZnCl2 
als auch mit den durch ZnO-Lösungsprozesse freigesetzten Ionen, die durch Zentrifugation 
von den Nanopartikeln getrennt wurden. 
Die A549-Zellen wurden über 24, 48 und 72 h mit dem Überstand von ZnO-Dispersionen 
verschiedener Konzentration inkubiert. Es wurde bereits zuvor erläutert, dass die 
Konzentration des Überstands aufgrund der besonderen Eigenschaften der Nanopartikel nicht 
der tatsächlich gelösten Zn2+-Konzentration entsprach (s. Abschnitt 3.2.3). Dennoch liefert 
dieses Experiment eine Orientierung, inwieweit freigesetztes Zink eine toxische Relevanz hat.  
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Wie in Abb. 22 dargestellt, zeigte sich dabei sowohl in FKS-freien (A) als auch in FKS-
supplementierten Medium (B) ein Rückgang der Zellvitalität. Deutlich wurde zudem, dass im 
Vergleich zur Nanopartikelexposition eine tendenziell geringere Beeinflussung der Vitalität 
der Zellen zu verzeichnen war und FKS die bereits zuvor beschriebenen, unverkennbaren 
Zinkpuffereigenschaften aufwies. Im Hinblick auf die ZnO-Exposition (s. Abb. 19) konnten 
dennoch geringe Unterschiede bezüglich der toxischen Eigenschaften festgestellt werden. 
Denn hier waren bei 3, 10, 20, 30 und 100 µg/ml jeweils 90,2 ± 3,2; 66,9 ± 12,5; 
46,3 ± 3,8; 35,3 ± 2,8 und 18,1 ± 4,2 % der Zellen nach 24 h mit 10 % FKS vital, wobei diese 
Werte zumindest annähernd mit denen der ZnO-Exposition übereinstimmen. Ebenso 
entsprach der LD50-Wert nach 24 h mit 18,1 µg/ml nahezu den Ergebnissen aus den 
Experimenten mit exponierten Partikeln, während die 48- und 72-stündigen Werte mit 24,6 
bzw. 23,8 µg/ml höher lagen. Auffällig war zudem, dass ohne FKS (A) bereits bei 3 µg/ml 
toxische Effekte (64-75 % vitale Zellen) auftraten, die bei der ZnO-Exposition nicht 
nachzuweisen waren. Begründet werden kann dies durch die bereits aufgezeigte langsamere 
Löslichkeit des ZnO in niedrigen Konzentrationen, weshalb sich bei zugegebenen Überstand 
bereits seit Beginn der Exposition die maximale Zn2+-Konzentration eingestellt hatte und sich 
nicht erst wie bei Exposition von ZnO durch Dissoziation einstellen musste. Im Gegensatz 
dazu traten bei höheren Konzentrationen geringere Vitalitätsverluste auf, denn hier waren 
nach 24 h jeweils 71,4 ± 9,0; 50,1 ± 2,6; 42,6 ± 1,2; 30,1 ± 3,4 und 14,3 ± 2,5 % der Zellen 
vital. Ebenso lagen die LD50-Werte mit 6,2 µg/ml nach 72 h und 10 µg/ml nach 24 und 48 h 
 
Abb. 22:  Toxizitätseffekt von ZnO-Überstand in (A) FKS-freiem und (B) FKS-supplementiertem Medium 
nach 24-, 48- und 72-h-Inkubation relativ bezogen auf die Kontrolle als gepunktete Linie. Obere 
x-Achse: Zinkanteil an zugegebenen ZnO; untere x-Achse: ZnO-Konzentration (n = 3-4; 
arithmetisches Mittel ± SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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höher als bei den Experimenten mit enthaltenen Partikeln, die sich bei 4,1 µg/ml nach 24 h, 
3,9 µg/ml nach 48 h und 2,2 µg/ml nach 72 h einstellten. Insgesamt konnten hier dennoch 
ähnliche, wenn auch nicht so stark gewichtete, Toxizitätseigenschaften wie in den 
Experimenten mit ZnO-Nanopartikel festgestellt werden, wodurch wiederum die These 
untermauert wird, dass extrazelluläres Zink in bioverfügbarer Form als bedeutende 
Komponente des Toxizitätskomplexes anzusehen ist. 
Wie schon in den zuvor dargestellten Ergebnissen mit ZnO und Überstand (Abb. 19 und 
Abb. 22), verdeutlicht sich auch bei der Exposition der A549-Zellen mit ZnCl2 der Einfluss 
von FKS als zinkpufferndes Agens (s. Abb. 23). Die LD50 von ZnCl2 in Abwesenheit von 
FKS liegt mit 37,6; 35,8 und 35,5 µM deutlich niedriger als im Vergleich mit 10 % FKS bei 
150,4; 158,5 bzw. 189,2 µM nach jeweils 24, 48 und 72 h. Hier ist eine Abhängigkeit von der 
Expositionsdauer erkennbar. Im niedrigen Konzentrationsbereich liegt die Zahl vitaler Zellen 
zwar noch auf etwa einem Niveau, was sich aber mit steigender Dosis ändert. Die 
Vitalitätsquote sinkt hier tendenziell unter die Werte kürzerer Agensaussetzung. Bei der 
Zugabe von 10 % FKS lagen die Werte im niederen Konzentrationsbereich (50 – 200 µM) bei 
längerer Exposition höher als bei kurzer, was sich allerdings beim Überschreiten dieser 
Konzentrationen wieder umkehrte. Womöglich ist hier eine Kompensation durch gesteigerte 
Expression von metallbindenden Proteinen erfolgt, die bei höherer Dosis keine Erfolge mehr 
verzeichnen kann. Die Vitalitätsquote lag bei 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 750 und 
1000 µM in RPMI 1640 mit 10 % FKS bei jeweils 80,3 ± 4,3; 64,2 ± 4,3; 36,6 ± 3,4; 
31,9 ± 3,2; 25,6 ± 3,0; 20,6 ± 2,6; 17,9 ± 3,3; 14,6 ± 2,4 und 9,5 ± 2,0 % nach 24 h.  
  
Abb. 23:  Einfluss verschiedener ZnCl2-Konzentrationen in Medium (A) ohne und (B) mit 10 % FKS auf die 
Vitalität von A549-Zellen nach 24-, 48- und 72-h-Inkubation relativ bezogen auf die Kontrolle als 
gepunktete Linie. Obere x-Achse: Zinkanteil an zugegebenen ZnCl2; untere x-Achse: ZnCl2-
Konzentration (n = 3-7; arithmetisches Mittel ± SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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Zieht man die Ergebnisse der Untersuchung der Endpunktkonzentration an Zn2+ bei 
100 µg/ml von rund 125 µM mit hinzu, ist bei dieser Konzentration bei 0 % FKS ein nahezu 
vollständiger Verlust der Vitalität (s. Abb. 23 A) festzustellen. Dieser Effekt tritt ebenso bei 
Exposition von 100 µg/ml ZnO auf. Allerdings ist zu erwähnen, dass die zinkbindenden 
Komponenten mit niedriger Kd des RPMI 1640, wie z. B. Cystein, das Lösungsverhalten 
beeinflussen, weshalb durchaus eine größere Menge an Zink nicht mehr in partikulärer Form 
vorliegen könnte als in Wasser. Dieses gebundene Zink wirkt wie ein Puffer, der von der 
Zelle aufgenommenes Zink wieder anteilig bereitstellt. 
Beim Vergleich der Toxizität von ZnO und ZnCl2 zeigen sich keine relevanten Unterschiede 
bei gleicher Gesamtzinkmenge. Somit können ebenfalls Rückschlüsse auf den Einfluss der 
Zn2+ aufgrund des unterschiedlichen Dissoziationsverhaltens gezogen werden. In Abb. 24 
sind sowohl ZnO als auch ZnCl2 bei 0 und 10 % FKS dargestellt. Erkennbar ist hier, dass 
jeweils bei identischer Zinkmasse von ZnO und ZnCl2 auch die gleichen Vitalitätsraten 
vorlagen. Dies bedeutet, dass nicht die Darreichungsform entscheidend für die Toxizität ist, 
sondern die Zinkmasse ausschlaggebend ist. Im Vergleich von (A) und (B) werden die bereits 
beschriebenen zytoprotektiven Effekte von FKS nochmals offensichtlich. 
3.4.4. Einfluss der Inhibition der Clathrin-abhängigen Endozytose auf die ZnO-Toxizität 
Vor der Exposition mit verschiedenen Konzentrationen an ZnO wurden die A549-Zellen mit 
Saccharose inkubiert. Die dadurch hervorgerufene Inhibition der Clathrin-abhängigen 
Endozytose hat geringe Auswirkungen auf die auftretenden Toxizitätswerte, so dass der 
  
Abb. 24:  Einfluss der Zn-Gesamtmasse von ZnO und ZnCl2 in Medium (A) ohne und (B) mit 10 % FKS auf 
die Vitalität von A549-Zellen nach 24-, 48- und 72-h-Inkubation relativ bezogen auf die Kontrolle 
als gepunktete Linie (n = 3-7; arithmetisches Mittel ± SEM). 
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Anteil nekrotischer Zellen unabhängig von der Präinkubation nahezu die gleichen Werte 
hervorruft (s. Abb. 25). Lediglich bei 100 µg/ml mit 10 % FKS ist eine tendenziell niedrigere 
Zahl nekrotischer Zellen durch die Inhibition zu verzeichnen. In Gegenüberstellung von 
Endozytose-inhibierten zu unbehandelten Zellen ergaben sich 36,3 ± 9,4 zu 31,5 ± 8,7 % bei 
30 µg/ml und 52,9 ± 14,2 zu 52,7 ± 15,6 % bei 100 µg/ml ohne FKS und 43,9 ± 11,0 zu 
44,6 ± 7,6 % bei 30 µg/ml und 51,8 ± 8,7 zu 64,3 ± 4,6 % bei 100 µg/ml mit 10 % FKS. 
 
  
Abb. 25:  Einfluss von der Inhibition der Clathrin-abhängigen Endozytose durch Präinkubation mit 450 mM 
Saccharose für 1,5 h auf die ZnO-Toxizität bei 0 % und 10 % FKS nach 12 h (n = 3-5; 
arithmetisches Mittel ± SEM). 
 
Zusammenfassend bleibt anzumerken, dass sowohl ZnO als auch ZnCl2 toxische 
Eigenschaften aufweisen, die in äquivalenter Zinkmenge identische Vitalitätsverluste 
verursachen. Durch die Zugabe der von ZnO freigesetzten Zn
2+
 konnte eine nahezu 
adäquate Verringerung der Vitalität festgestellt werden. Eine Inhibition der Clathrin-
abhängigen Endozytose hatte hingegen keinen Einfluss auf die Toxizität. 
 
 
 
 
30 100 30 100
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
24 80 24 80
 N
e
k
ro
ti
s
c
h
e
 Z
e
ll
e
n
re
la
ti
v
 z
u
r 
G
e
s
a
m
tz
e
ll
z
a
h
l
 Zn, (µg/ml)
10 % FKS
ZnO, (µg/ml)
 + Saccharose
 - Saccharose
0 % FKS
Ergebnisse 
Seite 63 
3.5. Intrazelluläre Zn2+-Konzentration 
In das Zellinnere gelangende Zn2+ können den Zellmetabolismus entscheidend beeinflussen. 
Denn dem Spurenelement Zink wurden bereits diverse Regulationseigenschaften in Hinsicht 
auf Vitalerhaltung, Apoptose und Nekrose der Zelle nachgewiesen, so dass eine 
Beeinflussung der intrazellulären Zn2+-Konzentration durch Zinkexposition und -aufnahme 
anzunehmen ist. 
3.5.1. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie 
Die Bilder in Abb. 26 zeigen exemplarisch das Färbeverhalten der Zelle aus mehrfach 
durchgeführten Experimenten infolge von Zinkexposition in Form von ZnO-Nanopartikeln 
und ZnCl2. Die erste Bilderreihe (A) zeigt die unmarkierten Zellen, anhand derer der 
Fluoreszenzkanal so eingestellt wurde, dass keine Autofluoreszenz mehr detektiert werden 
konnte. Das Bild wird durch typisch breitflächig adhärierte Zellkörper dominiert, wie es auch 
in dem Bild der gefärbten Kontrollzellen (B) zu sehen ist. Im Vergleich zu diesen (B) zeigt 
sich eine deutliche Zunahme des Fluoreszenzsignals der Zellen in der dritten und vierten 
Bildreihe (C) und (D). Diese Zellen wurden mit 200 µM ZnCl2 (C) bzw. 20 µg/ml ZnO (D) 
für 24 h inkubiert. Bei deren Betrachtung wird auch die Beeinflussung der Zellphysiologie 
ersichtlich, da sich mit steigender Zinkkonzentration anstatt der breitflächig-adhärenten eine 
zunehmend abgekugelte Form etablierte. Die Bilder der letzten beiden Reihen (E) und (F) 
wiederum zeigen die vollständige Rückführung des Fluoreszenzsignals auf ein Minimum (E) 
bzw. die anschließende maximale Signalintensität durch die Sättigung des Fluorophors mit 
50 µM Pyrithion und 100 µM ZnCl2 (F). Hierbei ist in der letzten Bilderreihe (F) die 
vesikuläre Form der angefärbten Areale besonders gut ausgeprägt, wobei sich bei deren 
Anordnung keine Präferenz zu hier dargestellten Zellorganellen zeigte. Ferner wurde in der 
Literatur über die Existenz von Zinkspeichervesikeln – sogenannten Zinkosomen – diskutiert, 
um die es sich hierbei handeln könnte.91 
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Abb. 26:  Darstellung der intrazellulären Zn2+-Konzentration mittels FluoZin-3-AM durch konfokale 
Laserscanning-Mikroskopie nach 24-h-Inkubation mit ZnCl2 und ZnO supplementiert mit 
10 % FKS. Weißer Balken: 20 µm; links: Durchlichtdarstellung, Mitte: Fluoreszenzsignal, rechts: 
Überlapptes Fluoreszenz- und Durchlichtsignal; (A) unmarkierte Zellen; fluoreszenzmarkierte 
Zellen: (B) ohne Zinkexposition, (C) 200 µM ZnCl2, (D) 20 µg/ml ZnO, (E) 75 µM TPEN (Fmin), 
(F) 50 µM Pyrithion/100 µM ZnCl2 (Fmax). 
3.5.2. Durchflusszytometrie 
Die Fluoreszenz-Markierung der DNA oder anderer Zellbestandteile, die infolge gestörter 
Membranintegrität für nicht-membrangängige Fluorophore erreichbar werden, ist eine 
etablierte Methode zur Differenzierung zwischen Zellen mit intakter Zellmembran und 
nekrotischen Zellen.92,93,94, Bedeutung erlangt dies in Zusammenhang mit dieser Arbeit, da die 
Zellmembran physiologisch eine passiv unpassierbare Barriere für Zn2+ darstellt. Der 
physiologische Transport erfolgt, wie bereits einleitend geschildert, über kontrollierte 
Ionenkanäle, die einer zellulären Regulation unterliegen (s. Abschnitt 1.2.2.). Bei zerstörten 
Membranen besteht jedoch die Möglichkeit des ungehinderten Eintritts von Zn2+ in die Zelle 
und zudem eine gestörte Umsetzung des Fluorophors durch veränderte Bedingungen für die 
enzymatische Spaltung. Um diese unweigerliche Verfälschung der Messwerte zu verhindern, 
wurde die DNA von Zellen mit geschädigter Membran mit PI markiert. Das PI ist ein nicht-
E 
F 
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membrangängiges Fluorophor, das nur bei geschädigter Zellmembran in die Zelle eindringen 
kann und auf diesem Weg eine Abgrenzung der nekrotischen Zellen ermöglicht. 
 
 
Wie in Abb. 27 verdeutlicht, kommt es zu einer sichtbaren Medianverschiebung der 
Zellpopulation im Fluoreszenzkanal 1 (x-Achse) bei Zugabe von TPEN (A) bzw. 
Pyrithion/ZnCl2 (C) in Bezug zum eigentlichen Messwert (B). Ersichtlich ist daneben, dass 
sowohl PI-negative (in der unteren Hälfte des Dichteplots) als auch PI-positive (in der oberen 
Hälfte des Dichteplots) Zellen einer Verschiebung unterliegen. Demzufolge sind auch 
nekrotische Zellen in der Lage, den Farbstoff FluoZin-3-AM über enzymatische Aufspaltung 
umzusetzen. 
 
Abb. 27:  Beispiel für die Auswertung der Daten der Durchflusszytometrie. Links: Dichteplot mit FluoZin-3 
im Fluoreszenzkanal 1 auf der x-Achse und PI im Kanal 3 auf der y-Achse; rechts: Histogramm 
des Fluoreszenzkanal 1. Die Regionen R2-4 stellen nekrotische Zellen dar und wurden im 
Histogramm nicht einbezogen. (A) Fmin mit 75 µM TPEN, (B) Fmess, (C) Fmax mit 50 µM Pyrithion 
und 100 µM ZnCl2. 
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Die Bedeutsamkeit der PI-Färbung wird anhand der Abb. 28 und Abb. 29 verdeutlicht. 
Erkennbar ist die merkliche Abhebung zweier Zellpopulationen von einander, die sich durch 
die differierende PI-Fluoreszenz im Fluoreszenzkanal 3 (y-Achse) trennen lassen. Diese 
beiden Gruppen rufen unterschiedlich starke Fluoreszenzsignale im Fluoreszenzkanal 1 
(x-Achse) hervor. Während der obere Zellcluster mit höherer PI-Fluoreszenzantwort die 
nekrotischen Zellen abbildet, stellt die untere Gruppe die Zellen mit intakter 
Membranintegrität dar. Auffällig zeigte sich der bei Erhöhung der ZnO- oder ZnCl2-Dosis 
(s. Abb. 29) auftretende Übergang von PI-negativen Zellen mit intakter Membranintegrität zu 
der Gruppe von PI-positiven, nekrotischen Zellen. Des Weiteren war eine Verschiebung der 
Zellpopulationen im Fluoreszenzkanal 1 zu verzeichnen, wobei sich die Ausprägung dieser 
zwischen PI-negativen und PI-positiven Zellen nur geringfügig unterschied. Allerdings 
erreichte der nekrotische Zellhaufen im Vergleich zu den Zellen mit unbeschädigter Membran 
höhere Fluoreszenzwerte. Zusammenfassend ist daher festzuhalten, dass mit steigender 
Zinkexposition mehr nekrotische Zellen auftreten und die intrazelluläre Konzentration an 
bioverfügbarem Zink ansteigt. 
Die beiden Abb. 28 und Abb. 29 verdeutlichen nochmals die bereits beschriebene 
zytoprotektive Rolle des FKS konform zu den Ergebnissen der MTT-Experimente. 
Hervorstechend ist hierbei die im direkten Vergleich auftretende, deutlich größere Anzahl 
nekrotischer Zellen bei gleicher Expositionskonzentration. So waren z. B. ohne FKS-
Supplementierung bei 10 µg/ml ZnO (s. Abb. 28) kaum noch vitale Zellen zu detektieren, 
während bei 10 % FKS die Zahlen nekrotischer Zellen sehr gering waren. Ähnlich verhielt es 
sich bei den Zellen, die dem ZnCl2 exponiert wurden (s. Abb. 29). Hier zeigte sich, dass bei 
100 µM ZnCl2 ohne FKS kaum vitale Zellen vorhanden waren, indessen allerdings bei FKS-
Supplementierung wenige nekrotische Zellen vorlagen. Insgesamt spiegelt der Anteil 
nekrotischer Zellen die Ergebnisse der vorrangegangenen MTT-Untersuchungen wider 
(s. Abb. 19 und Abb. 23). 
 0 % FKS
P
r
o
p
id
iu
m
io
d
id
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28:  Auswahl einzelner ZnO
Dichteplot mit jeweils PI
x-Achse; linke Spalte: 0
20, 30 µg/ml ZnO (Auswahl representativer Ergebnisse aus
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Abb. 29:  Auswahl einzelner ZnCl
Dichteplot mit jeweils PI
x-Achse; linke Spalte: 0
100, 300, 500, 1000 µM
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Durch die Erhöhung der exponierten Konzentration an ZnO und ZnCl2 wurde auch ein 
Anstieg der intrazellulären Zn2+-Konzentration erreicht (s. Abb. 30 und Abb. 31). Hierbei 
offenbarte sich, dass die Abgrenzung der Zellen mit intakter Zellmembran unabdingbar war.  
Wie in Abb. 30 dargelegt, wurde bei der gesamten mit 10 % FKS supplementierten 
Zellpopulation (B) bereits bei einer Konzentration von 30 µg/ml ZnO nach 48 und 72 h die 
Sättigung des Fluorophors erreicht. Die ermittelten Werte liegen über dem zuverlässigen 
Messbereich von bis zu 50 nM. Zudem war bei einer ZnO-Konzentration von 20 µg/ml ein 
signifikanter Anstieg von 1,8 ± 0,1 nM (Kontrolle) auf 9,9 ± 1,2 nM nach 48 h bzw. 
9,8 ± 1,1 nM nach 72 h nachweisbar. Bei der Exposition von 30 µg/ml ZnO hingegen stieg 
die intrazelluläre Zn2+-Konzentration in Abhängigkeit der Expositionsdauer unterschiedlich 
stark an. Nach 24 h waren lediglich 46,5 ± 11,5 nM messbar, wohingegen ein merklicher 
Anstieg nach 48 h auf 299 ± 30 nM bzw. 396 ± 16 nM nach 72 h nachzuvollziehen war.  
Allerdings lagen bei der ausschließlichen Betrachtung der Zellen mit intakter 
Zellmembran (D) die Konzentrationen v. a. in Bereichen mit höherem Toxizitätseffekt 
deutlich niedriger. Der erreichte Wert für die intrazelluläre Zn2+-Konzentration entsprach bei 
den Kontrollzellen 1,8 ± 0,1 nM, wobei ab 20 µg/ml eine signifikante Erhöhung der 
Konzentration bis zu 9,7 ± 1,3 nM nach 48 h und 8,2 ± 0,6 nM nach 72 h zu verzeichnen war. 
Bei einer Konzentration von 30 µg/ml konnte nur die Konzentration nach 24-stündiger 
Inkubationsdauer ermittelt werden, da für eine gültige Aussage diesbezüglich die Anzahl PI-
negativer Zellen nach längerer Expositionsdauer nicht ausreichte. Die Konzentration stieg hier 
noch weiter bis auf 14,4 ± 1,3 nM an.  
Bei der Untersuchung von Zellen, die ohne FKS-Supplementierung (A) dem Agens exponiert 
wurden, zeigte sich ebenso eine Zunahme der intrazellulären Konzentration bei Erhöhung der 
extrazellularen Konzentration. Hierbei war jedoch ein merklich schnellerer Anstieg zu 
verzeichnen, so dass sich die Konzentration bei 3 µg/ml nach 24 h von zunächst 2,2 ± 0,3 nM 
(Kontrollprobe) auf 8,0 ± 1,9 nM erhöhte, wobei eine signifikante Messwertsteigerung auf 
21,2 ± 2,4 nach 48 h erfolgte. Ähnlich wie bei 30 µg/ml ZnO bei 10-prozentiger FKS-
Supplementierung war hier allerdings bereits bei 10 µg/ml der Sättigungsbereich des 
Fluorophors erreicht, während bei FKS-supplementierten Zellen (B) in diesen 
Konzentrationsbereichen nur eine geringe intrazelluläre Zn2+-Konzentration festzustellen war. 
Konform zu den supplementierten, PI-ungefärbten Zellen (D) reichte auch bei PI-negativen 
Zellen ohne FKS-Zusatz (C) die Anzahl auswertbarer Zellen bei einer Konzentration von 
10 µg/ml nicht mehr aus. 
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Abb. 30:  Intrazelluläre bioverfügbare Zn2+-Konzentration in Abhängigkeit der exponierten ZnO-
Konzentration nach 24, 48 und 72 h. (A) gesamte Zellpopulation mit 0 % FKS; (B) gesamte 
Zellpopulation mit 10 % FKS; (C) PI-negative Zellen mit 0 % FKS; (D) PI-negative Zellen mit 
10 % FKS; (E) PI-positive Zellen mit 0 % FKS; (F) PI-positive Zellen mit 10 % FKS; obere 
x-Achse: Zinkanteil an zugegebenen ZnO; untere x-Achse: ZnO-Konzentration (n = 3-5; 
arithmetisches Mittel ± SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
Tote Zellen (PI-positive) 
0 3 10 20 30
1
10
0 2,41 8,04 16,07 24,11
**
*
 
ZnO, (µg/ml)
c
[Z
n
2
+
] i
, 
(n
M
)
 24 h
 48 h
 72 h
D
Zn, (µg/ml)
**
0 3 10
1
10
100
1000
0 2,41 8,04
*
 
ZnO, (µg/ml)
c
[Z
n
2
+
] i
, 
(n
M
)
 24 h
 48 h
 72 h
E
Zn, (µg/ml)
0 3 10 20 30
1
10
100
1000
0 2,41 8,04 16,07 24,11
**
*
**
*
 
ZnO, (µg/ml)
c
[Z
n
2
+
] i
, 
(n
M
)
 24 h
 48 h
 72 h
F
Zn, (µg/ml)
0 3 10
1
10
0 2,41 8,04
**
**
**
 
ZnO, (µg/ml)
c
[Z
n
2
+
] i
, 
(n
M
)
 24 h
 48 h
 72 h
C
Zn, (µg/ml)
Alle Zellen 
Zellen mit intakter Membran (PI-negativ) 
0 3 10
1
10
100
1000
0 2,41 8,04
*
**
 
ZnO, (µg/ml)
c
[Z
n
2
+
] i
, 
(n
M
)
 24 h
 48 h
 72 h
A
Zn, (µg/ml)
Ergebnisse 
Seite 72 
Unter Betrachtung der PI-positiven Zellen ohne (E) und mit FKS (F) fällt auf, dass auch hier 
die intrazelluläre Konzentration mit der exponierten Konzentration an ZnO zunahm und 
schließlich den Sättigungsbereich des Fluorophors erreichte. Im Bereich von 30 µg/ml bei (F) 
bzw. 10 µg/ml bei (E) konnten ähnliche Werte bestimmt werden wie bei der Auswertung der 
Gesamtpopulation (s. (A) bzw. (B)). Die Begründung hierfür findet sich in dem mit steigender 
Expositionskonzentration zunehmenden Anteil membrandefekter Zellen, denn in diesen 
Konzentrationen sind nahezu alle untersuchten Zellen PI-positiv. Parallel dazu traten bei 
niedrigerer Expositionskonzentration bei allen Zellen mit FKS (B) von 0 bis 10 µg/ml ZnO 
nahezu identische Werte im Vergleich zu membranintakten Zellen (D) auf, da hier die 
Gesamtpopulation auch nahezu aus PI-negativen Zellen bestand. Die niedrigen 
Konzentrationsbereiche von 0 und 3 µg/ml bei PI-positiven Zellen mit 10 % FKS in (F) 
konnten nur mit einer sehr geringen Anzahl von Zellen ermittelt werden, weil hier kaum 
nekrotische bzw. spätapoptotische Zellen auftraten. Zudem liegt dabei ein in Relation 
größerer Anteil von Zellen vor, die nicht in Zusammenhang zu Zink abstarben. Diese Fakten 
spiegeln sich in einer erhöhten Standardabweichung wider und bedingen eine geringere 
Aussagekraft jener Werte. 
 
Die Abb. 31 stellt die Auswirkungen der ZnCl2-Exposition auf die intrazellulär messbare 
Zn2+-Konzentration dar. Analog zu den Experimenten mit ZnO war auch hier ein Einfluss der 
Zinkexposition, resultierend in erhöhter intrazellulärer Konzentration an bioverfügbaren Zn2+ 
bei hochgradigeren Zugaben von ZnCl2, erkennbar. Entsprechend zu den Ergebnissen mit 
ZnO konnte in stark toxischen Konzentrationsbereichen, z. B. bei 1000 µM mit 10 % FKS (B) 
bzw. 100 µM bei 0 % FKS (A), ebenfalls die Sättigung des Fluorophors erreicht werden. Die 
Konzentration in lebenden Zellen mit FKS-Supplementierung (D) stieg bereits bei 100 µM 
ZnCl2 signifikant von 1,8 ± 0,1 nM (Kontrolle) auf 2,7 ± 0,2 nM nach 48 h an. Bei der 
Exposition von 300 µM war hingegen eine signifikante Erhöhung nach 48 h auf 7,0 ± 1,0 nM 
bzw. nach 72 h auf 7,6 ± 1,3 nM zu beobachten. Bei 500 µM stieg die Konzentration auf 
5,3 ± 0,7 nM nach 24 h, 6,6 ± 0,6 nM nach 48 h bzw. 10,6 ± 1,3 nM nach 72 h an. Ebenfalls 
war ein Konzentrationsanstieg bei ZnCl2-Exposition ohne FKS-Supplementierung (C) zu 
verzeichnen. Von der Konzentration der Kontrolle von 2,1 ± 0,3 nM stieg der Zn2+-Gehalt bei 
30 µM nur gering auf 2,3 ± 0,6 nM, 2,6 ± 0,4 nM bzw. 3,2 ± 0,7 nM nach 24 h, 48 h bzw. 
72 h an. Diese Werte wurden bei der Zugabe von 50 µM überschritten und erreichten nach 
24 h 8,6 ± 2,5 nM, nach 48 h 5,3 ± 0,8 nM und nach 72 h 8,9 ± 3,1 nM. 
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Abb. 31:  Intrazelluläre bioverfügbare Zn2+-Konzentration in Abhängigkeit der exponierten ZnCl2-
Konzentration nach 24, 48 und 72 h. (A) gesamte Zellpopulation mit 0 % FKS; (B) gesamte 
Zellpopulation mit 10 % FKS; (C) PI-negative Zellen mit 0 % FKS; (D) PI-negative Zellen mit 
10 % FKS; (E) PI-positive Zellen mit 0 % FKS; (F) PI-positive Zellen mit 10 % FKS; obere 
x-Achse: Zinkanteil an zugegebenen ZnCl2; untere x-Achse: ZnCl2-Konzentration (n = 3-5; 
arithmetisches Mittel ± SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
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Wie auch schon zuvor zu Abb. 30 beschrieben, sind die Ergebnisse der Gesamtpopulation in 
den höheren Konzentrationsbereichen (1000 µM bei 10 % FKS (B) bzw. 100 µM bei 
0 % FKS (A)) korrespondierend mit den Werten der PI-negativen Zellen ohne (E) und mit 
FKS (F). Auffällig war hierbei, dass die bereits hohen Konzentrationen von Zn2+ nur noch 
geringfügig bei Erhöhung des zugegebenen Agens anstiegen. Allerdings bewegen sich diese 
Werte dennoch im Sättigungsbereich des Fluorophors und haben somit nur eine 
untergeordnete Bedeutung. 
 
Bei der Betrachtung vitaler Zellen sowohl bei ZnO- als auch bei ZnCl2-Anwendung 
(s. Abb. 30 C, D; Abb. 31 C, D) konnte bei höheren Expositionskonzentrationen, die bereits 
merklich toxische Effekte zeigten, festgestellt werden, dass die intrazelluläre Konzentration 
an ungebundenen Zn2+ von etwa 10 nM nur selten überschritten wurde. Anscheinend ist dies 
als eine Grenze für die mögliche Vitalerhaltung der Zelle zu betrachten. Wenn in der Zelle 
jedoch höhere Konzentrationen auf die Regulation wirken, ergaben die Untersuchungen, dass 
die Zellen ihre Membranintegrität verlieren und somit in die Nekrose übergehen. 
Weiterführend war eine vergleichbare Auswirkung von ZnCl2 und ZnO bezüglich der 
intrazellulären Konzentrationszunahme festzustellen, weshalb sowohl bei 0 % als auch 
10 % FKS bei vergleichbaren Zinkanteil an der Gesamtkonzentration des exponierten Agens 
ähnliche Zn2+-Mengen intrazellulär vorlagen. Jedoch unterliegen die Messergebnisse in 
höheren Konzentrationen einer großen Streuung, so dass diesen Messwerten keine große 
Aussagekraft zukommt. Zudem ist hier oft der zulässige Messbereich von 50 nM 
überschritten.  
Bei den dargelegten Untersuchungen stellte sich heraus, dass eine deutliche Beziehung 
zwischen der intrazellulären Zn2+-Konzentration und der Toxizität existiert. Dabei scheint es 
eine untergeordnete Rolle zu spielen, in welcher Form Zink appliziert worden ist. Vielmehr 
zeigt sich hier die Bedeutung der Bioverfügbarkeit der Metallionen. Denn bei gleichem 
intrazellulären Zn2+-Niveau wurden ähnliche Toxizitätswerte beobachtet, ungeachtet dessen, 
ob Zink in partikulärer oder gelöster Form exponiert worden ist (s. Abb. 32). Dieser Effekt 
zeichnete sich bei allen Inkubationszeiten und unabhängig von der Supplementierung mit 
FKS ab. Für die Toxizität der zinkhaltigen Substanz ist somit nicht die Darreichungsform 
oder äußere Einflüsse von Bedeutung, sondern die intrazelluläre Zn2+-Konzentration. 
Demzufolge ist es nicht von der Hand zu weisen, dass den Zn2+ eine Schlüsselrolle in den 
Mechanismen der ZnO-Toxizität zukommt. Dabei wird deutlich, dass die Expositionsdosis 
Ergebnisse 
Seite 75 
 Zellen mit intakter Membran 
nicht mit der effektiv wirksamen Dosis gleichzusetzen ist. Denn die toxischen Eigenschaften 
korrelieren mit der intrazellulär bioverfügbaren Dosis, währenddessen der Effekt der 
Expositionsdosis von den Umgebungsbedingungen abhängig ist. Denn nur der exponierte 
Anteil, der nicht durch z. B. FKS gebunden worden ist, kann die Zelle erreichen und 
schädigen. 
 
 
Abb. 32:  Vitalitätswerte bei durch ZnO und ZnCl2 verursachten intrazellulären Zn
2+-Konzentrationen nach 
24, 48 und 72 h bei 10 % FKS. Exposition von 100, 300, 500, 1000 µM ZnCl2 und 3, 10, 20, 30 
µg/ml ZnO; Vitalität wurde durch MTT, intrazelluläre Zn2+-Konzentration mittels FluoZin-3 am 
Durchflusszytometer bestimmt. Die schwarze durchgezogene Linie dient lediglich der 
Übersichtlichkeit. (A) alle Zellen; (B) PI-negative Zellen (n = 3-7; arithmetisches Mittel ± SEM). 
 
Die Diskrepanz zwischen exponierter und effektiv wirksamer Dosis wurde 
arbeitsgruppenintern noch weiter untersucht. Dabei wurde bei Untersuchungen mit der 
Ionenstrahlmikroskopie ebenfalls festgestellt, dass die intrazelluläre Zinkkonzentration von 
der Supplementierung mit FKS und der Ausbildung einer Proteinkorona abhängig ist 
(s. Abb. 33 A). Hier ist bei 10 % FKS kaum ein Anstieg der intrazellulären Konzentration 
nachzuweisen. Jedoch kommt es ohne FKS zu einer sich deutlich abhebenden, erhöhten 
Zinkdosis in der Zelle. Da bei gleicher Expositionsdosis in Abhängigkeit der 
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Umgebungsbedingungen eine unverkennbar andere intrazelluläre und damit effektiv 
wirksame Dosis auftritt, ist die Herangehensweise, Zusammenhänge zwischen 
Expositionsdosis und Wirkung herzustellen, als fraglich zu beurteilen. Denn es besteht eine 
unbestreitbare Beziehung zwischen intrazellulärem Zink und der Vitalität (s. Abb. 33 B). 
Gleiche intrazelluläre Zinkkonzentrationen sind assoziiert mit übereinstimmender Vitalität. 
Bisherige wissenschaftliche Arbeiten haben stets versucht, eine Beziehung zwischen 
exponierter Dosis und Wirkung herzustellen. Allerdings ist die Aufnahme so komplex und 
durch verschiedenste Umgebungsfaktoren beeinflussbar, so dass es sinnvoller erscheint, bei 
der Charakterisierung der Toxizität von Nanopartikeln die einzelnen bestimmten Faktoren in 
Bezug zu der effektiv wirksamen Dosis (intrazelluläre Dosis) zu analysieren.  
 
 
Abb. 33:  ZnO-dosisabhängige intrazelluläre Zinkkonzentration und deren Auswirkung auf die Vitalität.   
(A) 48-h-Exposition von 0 (Kontrolle), 3, 10, 20 und 30 µg/ml ZnO bei 0 % und 10 % FKS; 
intrazelluläres Zink wurde mittels Ionenstrahlmikroskopie ermittelt. (B) intrazelluläres Zink durch 
Ionenstrahlmikroskopie, Vitalität mittels MTT relative zur Kontrolle bestimmt. (Daten der 
Ionenstrahlenmikroskopie sind von Dipl. Biochem. Marco Dorn ermittelt worden und bestehen je 
aus mindestens 3 unabhängigen Experimenten, in denen jeweils mehrere Zellen ausgewertet 
wurden; arithmetisches Mittel ± SEM). 
 
Abschließend bleibt festzuhalten, dass sowohl ZnO- als auch ZnCl2-Exposition die 
intrazelluläre Zn
2+
-Konzentration erhöhen, wobei analog zu den MTT-Tests ähnliche 
Effekte bei äquivalenter Zinkmenge verursacht werden. Die maximale bioverfügbare 
Zn
2+
-Menge in vitalen Zellen überschreitet kaum 10 nM. Entscheidend für die Toxizität 
ist die effektiv wirksame Dosis in Form der intrazellulären Zn
2+
-Konzentration. 
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4. Diskussion 
Aufgrund des zu erwartenden rapiden Anstiegs produzierter Nanopartikel von 2300 Tonnen 
im Jahr 2004 auf 58000 Tonnen im Jahr 2020 lässt sich die wachsende Bedeutung dieser 
Materialien nicht von der Hand weisen.95 Allerdings wächst mit der ansteigenden Zahl von 
Anwendungsmöglichkeiten auch die Wahrscheinlichkeit einer erhöhten Exposition 
einschließlich der damit verbundenen Risiken und Gefahren. Jener Sachverhalt wurde bereits 
durch zahlreiche Forschungsarbeiten untersucht und ist nachwievor aktueller Bestandteil 
verschiedenster Forschungsprojekte. Die jeweiligen Arbeiten setzen sich meist kritisch mit 
dem Themengebiet auseinander und verweisen häufig auf die toxischen Eigenschaften 
verschiedenster Partikel sowie auf die erhöhte Freisetzung von inflammatorischen 
Zytokinen.47,96 In der hier vorliegenden Arbeit wurde diesbezüglich erstmals der Einfluss von 
ZnO-Nanopartikeln auf die intrazelluläre Zn2+-Konzentration sowie die Auswirkungen auf die 
Zinkhomöostase der Zellkulturlinie A549 untersucht. 
4.1. Die Eignung von Fluozin-3 zur Bestimmung der intrazellulären Zn2+-
Konzentration 
Um die Verwendbarkeit des Farbstoffs für die Bestimmung von Konzentrationen im 
Zellmilieu zu beurteilen, wurde zum einen die Interaktion des Fluorophors mit den ZnO-
Partikeln und einigen Metallionen, und zum anderen das jeweilige Verhalten bei 
verschiedenen pH-Werten untersucht. 
Bezüglich der Untersuchung der Wechselwirkungen des Fluorophors mit anderen biologisch 
bedeutsamen Metallen war festzustellen, dass in dem angewendeten Konzentrationsbereich 
lediglich Kalzium, Magnesium und eingeschränkt Barium keine Fluoreszenzänderung 
hervorriefen. Mangan führte sowohl zu einer Erhöhung des Fluoreszenzsignals als auch zu 
einer Verringerung bei fixer Zn2+-Konzentration. Dies kann zu Über- und Unterbewertung 
von Messwerten führen. Kupfer führte bereits in geringen Konzentrationen zu einer 
vollständigen Auslöschung des Fluoreszenzsignals. In Anbetracht dessen, dass praktisch keine 
Cu2+ in der Zelle vorliegen97, war jedoch zumindest die intrazelluläre Messung bedenkenlos. 
Daneben führte auch Eisen zur Signalminderung. Allerdings werden jene ungebundenen 
Konzentrationen im physiologischen Bereich nicht erreicht, weshalb dies eher eine 
untergeordnete Relevanz für die durchgeführten Experimente hatte. Selbst durch die Zugabe 
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von FKS war kaum eine Auswirkung auf die zu messenden Werte zu erwarten, da hier vor der 
Verdünnung auf 10 % nur 28 µM Eisen98 enthalten waren, welches zusätzlich größtenteils an 
Proteine gebunden vorlag. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen die gleichen Tendenzen wie die 
in der Literatur vorgefundenen Erkenntnisse, die eine weitgehende Unabhängigkeit von freien 
Metallionen postulieren.99 
Ferner wurde eine mögliche Beeinflussung des Fluoreszenzsignals durch ZnO-Partikel 
untersucht, indem durch Beigabe eines Chelators die freiverfügbaren Zn2+ gebunden wurden 
und somit nur die Partikel selbst mit dem Fluorophor interagieren konnten. Aufgrund der 
Tatsache, dass hierbei kein gesteigertes Fluoreszenzsignal im Vergleich zur Kontrolle erfasst 
wurde, ist davon auszugehen, dass der Farbstoff auch durch die Anwesenheit der ZnO-
Partikel in seiner Fluoreszenzeigenschaften nicht beeinflusst wird. 
Ebenso spielt der pH-Wert als weiterer Einflussfaktor eine eher untergeordnete Rolle für das 
Fluoreszenzsignal im physiologischen Bereich, zumal – abgesehen von bestimmten 
Zellorganellen – intrazellulär ein von der CO2-Inkubation abhängiger pH-Wert zwischen 6,8 
bis 7,3 vorliegt.100 
Diese genannten Aspekte und der steile Anstieg der Fluoreszenzantwort, der sich in einer 
niedrigen Kd von 15 nM widerspiegelte, erlauben die Differenzierung von geringen 
Konzentrationsänderungen im niedrigen Nanomolarbereich. Der Übergang in den 
Sättigungsbereich lag bei 100 nM. Aufgrund dieser Beschaffenheit und angesichts des 
linearen Bereichs bis etwa 50 nM ist der Farbstoff FluoZin-3 hervorragend für die 
Bestimmung niedriger Konzentrationen, wie sie im physiologischen Bereich einer Zelle 
vorliegen, geeignet.  
4.2. Zytotoxizitätsuntersuchungen zu ZnO und die Relevanz von Zn2+  
Für die toxischen Wirkungen von ZnO-Nanopartikeln kommen verschiedene Wege in 
Betracht. Einerseits könnten die Nanopartikel selbst zu einer Zellschädigung führen, 
andererseits könnte diese aber auch auf der Freisetzung von Zn2+ beruhen. Als Hypothese für 
die direkt toxische Wirkung der Nanopartikel ist sowohl die Interaktion mit den 
membrangebundenen extrazellulären Proteinen als auch die Wechselwirkung der zuvor 
endozytotisch aufgenommenen Nanopartikel mit intrazellulären Proteinen zu nennen. Die 
zellschädigende Interaktion durch freigesetzte Zn2+ wird wiederum durch internalisiertes 
nicht-partikuläres Zink nach extrazellulärer Auflösung der Nanopartikel oder durch den 
intrazellulären Abbau der Nanopartikel mit nachfolgender Zn2+-Freisetzung möglich. 
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Letzteres kann in den Lysosomen realisiert werden, deren pH-Wert mit etwa 5 deutlich tiefer 
liegt als im Zytoplasma. Zudem könnte die zelluläre Regulation des Zn2+-Haushalts durch 
Proteinbindung oder Einschleusung in die Zinkosomen zu einer Trennung von Partikel und 
Ionen führen. Die Folge hiervon ist ein gestörtes Lösungsverhältnis mit Verschiebung des 
Gleichgewichts zugunsten der Dissoziation. Die Aspekte von extra- und intrazellulären 
Zinkinteraktionen werden in nachfolgenden Unterpunkten geschildert. 
Wie die ermittelten Werte bezüglich der Zytotoxizität bereits erkennen ließen, führte die 
Exposition mit ZnCl2 als auch mit ZnO-Nanopartikeln konzentrationsabhängig zu einem 
partiellen oder totalen Vitalitätsverlust der Zellpopulation. Offensichtlich greift ZnO und 
dessen Abbauprodukte bereits in geringen Konzentrationen empfindlich in die 
Zinkhomöostase der Zelle ein und stört somit die zelleigenen Regulationsmechanismen derart, 
dass eine Kompensation des entstandenen Zinküberschusses durch gegenregulatorische 
Mechanismen nicht mehr möglich ist. 
4.2.1. Extrazelluläres Zink und Auflösung 
Durch die Trennung der Partikel von den freigesetzten Ionen können Aussagen über die 
jeweiligen Anteile an der auftretenden Dysregulation des zellulären Zinkhaushalts bei deren 
Exposition getroffen werden. Eine Herangehensweise hierbei war, mittels des 
membranimpermeablen Chelators ADA die gesamte bioverfügbare Zn2+-Konzentration zu 
binden. In einem ähnlichen Versuch von McHugh wurde dies mit dem Chelator EDTA bereits 
durchgeführt, bei dem jedoch – widersprüchlich zu den hier dargelegten Ergebnissen – kaum 
eine Beeinflussung bezüglich der Zytotoxizität festgestellt werden konnte. Allerdings betrug 
die EDTA-Konzentration in der genannten Untersuchung 100 µM101, welche im Vergleich zur 
ADA-Konzentration in dieser Arbeit von 1 mM bzw. 3,5 mM deutlich niedriger ist. Trotz der 
offensichtlich höheren Kd von Zn
2+ gegenüber ADA ist jene Konzentration von 100 µM 
vermutlich nicht ausreichend, um eine vollständige Chelatierung der freien Zn2+ zu 
gewährleisten. Relevant für die beiden verschiedenen Herangehensweisen ist jedoch das – 
bedingt durch gebundene Zn2+ – verschobene Lösungsverhältnis zwischen ZnO und Zn2+, was 
zu einer weiteren Dissoziation von Ionen aus den Partikeln zur Wiederherstellung eines 
Gleichgewichts führt. Dies gilt gleichfalls für Experimente mit ZnO-Überstand, der durch die 
Trennung der Partikel von den Ionen durch Zentrifugation gewonnen wird. Denn auch hier 
werden anteilig Ionen nach der Zugabe zu den Zellen durch Proteine gebunden und Ionen 
durch Einschleusung in die Zelle und deren Vesikel abgepuffert. In Anwesenheit von 
Nanopartikeln wird dem so entstandenen Ionendefizit durch weitere Freisetzung 
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gegengewirkt. Da allerdings in den Überstandexperimenten keine Partikel mehr vorhanden 
waren, konnte dieser Ausgleich nicht erfolgen, so dass die hierbei erreichte Toxizität nicht mit 
der Zn2+-Toxizität, die bei ZnO-Exposition auftritt, gleichzusetzen ist. Dieser Vorgang erklärt 
die erhöhten LD50-Werte bei den Überstandexperimenten gegenüber der ZnO-Exposition. 
Denn nach der initialen Pufferung konnte keine weitere Lösung der Partikel mehr stattfinden, 
so dass die Toxizität nicht mit dem Zeitverlauf zunahm und nicht die gleichen Werte wie bei 
ZnO erreicht wurden. Diese beschriebenen Mechanismen könnten die Ursache für die 
geringen Unterschiede in der Toxizität von ZnO und dessen Überstand erklären. Sinnvoll 
wären an dieser Stelle jedoch weitere Experimente, in denen die Nanopartikel z. B. durch eine 
Dialysemembran von den Zellen getrennt sind, so dass Zn2+ ungehindert zu den Zellen 
gelangen können, ohne toxikologisch bedeutende Vorgänge wie deren Lösung 
einzuschränken oder Interaktionen mit der Nanostruktur zuzulassen. Derartige Fortführungen 
könnten dazu beitragen, eine eindeutige Aussage zu treffen. 
Besonders auffällig war, dass die Zugabe von ZnO und ZnCl2 in äquivalenter Zinkmenge zu 
identischen Auswirkungen auf die Überlebensraten führte. Die Gemeinsamkeit beider 
Agenzien ist die Freisetzung von Zn2+ während des Lösungsvorganges. Beachtenswert ist 
hierbei, dass trotz unterschiedlicher Löslichkeit die gleichen Toxizitätswerte erreicht werden. 
Denn ZnCl2 dissoziiert sofort vollständig, wohingegen ZnO nur in dem spezifischen 
Lösungsverhältnis Zn2+ bereitstellt. So sollte man annehmen, dass sich die durch Zn2+ 
hervorgerufene Toxizität bei ZnCl2 stärker ausprägen müsste. Dabei muss jedoch beachtet 
werden, dass ZnO als Zinkpuffer fungiert und aus dem Lösungsverhältnis gebundene Zn2+ 
erneut bereitstellt. Jedenfalls ist offensichtlich, dass Zn2+ einen erheblichen Anteil an den 
lebensbedrohlichen Mechanismen auf zellulärer Ebene haben muss. 
4.2.2. Intrazelluläres Zink 
Mit erhöhter Expositionsmenge an Zink steigt auch die intrazelluläre Zn2+-Konzentration an, 
wobei der Membranintegrität hier eine besondere Bedeutung zukommt. Denn es zeigte sich 
bei der Betrachtung der PI-positiven Zellen ein intensiver Anstieg der intrazellulären Zn2+-
Konzentration bis zur Sättigung, währenddessen bei den PI-negativen, nicht-nekrotischen 
Zellen derartig gravierende Veränderungen ausblieben. Hier lagen die Werte bei toxischen 
Konzentrationen erheblich niedriger und erhöhten sich bei gesteigerter Exposition 
geringfügig.  
Beim Vergleich der Auswirkungen der äquivalenten Zinkmengen waren keine wesentlichen 
Unterschiede bezüglich der intrazellulären Zn2+-Konzentration nachweisbar. Offenbar können 
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in gleichem Ausmaß Zn2+ in die Zelle eindringen bzw. freigesetzt werden. Dabei ist es 
schwierig nachzuvollziehen, warum ZnO und ZnCl2 die gleichen toxischen Einflüsse haben, 
wenn sich deren Aufnahmeweg in die Zelle grundlegend unterscheidet. Denn es müssten bei 
beiden Agenzien in gleichen Umfang intrazellulär Zn2+ zur Verfügung gestellt werden. Dass 
ZnO-Partikel in die Zelle aufgenommen werden und intrazellulär Zn2+ freisetzen, wäre zwar 
denkbar, sollte aber zumindest eine zeitliche Veränderung durch die unterschiedlichen 
Aufnahmewege bewirken und nicht zeitgleich eine ähnliche Menge an Zn2+ intrazellulär 
bereitstellen. Somit rücken extrazellulär bereitgestellte Zn2+ als vermutliche Hauptverursacher 
toxischer Effekte in den Mittelpunkt der Betrachtung. Diese These wird durch das Auftreten 
von identischen intrazellulären Zn2+-Konzentrationen bei gleicher spezifischer Toxizität des 
zugegebenen zinkhaltigen Agens gestützt. 
Zusammenfassend kann also eine Zinkexposition erheblichen Einfluss auf die Zelle durch die 
Störung der Zinkhomöostase haben. Die Tragweite dieser Erkenntnis verdeutlicht sich in der 
toxikologischen Relevanz einer minimalen Änderung der intrazellulären Zn2+-Konzentration. 
4.2.3. Auswirkungen eines erhöhten intrazellulären Zinkspiegels 
Wie bereits dargelegt, beeinflussen sowohl ZnO als auch Zn2+ die intrazelluläre 
Zinkkonzentration. Von besonderem Interesse ist hierbei die Frage nach der Auswirkung 
einer erhöhten Zn2+-Konzentration auf die zelluläre Regulation. 
Die Notwendigkeit einer außergewöhnlichen Regulation des Zinkhaushaltes wurde bereits 
durch verschiedene Herangehensweisen belegt. Zink ist nicht, wie es zunächst vielleicht 
erscheinen mag, als ein allein zellschädigendes Agens anzusehen, denn in der Literatur wurde 
die Bedeutsamkeit eines Zinkmangels durch intrazelluläre Chelatierung mit TPEN belegt, 
wodurch die Apoptose der verwendeten Zellen ausgelöst werden konnte.102,103,104,105 Folglich 
existiert ein physiologischer intrazellulärer Konzentrationsbereich, in dem eine 
Aufrechterhaltung des Zellmetabolismus möglich ist. Während einerseits bei zu niedrigen 
Konzentrationen die Apoptose eingeleitet wird, führen zu hohe Konzentrationen andererseits 
zur Nekrose, wie es auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Die durch die eigenen 
Untersuchungen bestimmte obere kritische Grenze für die bioverfügbare intrazelluläre Zn2+-
Konzentration scheint für A549-Zellen bei etwa 10 nM zu liegen. Beim Überschreiten dieses 
Wertes gehen die Zellen in die Nekrose über. Die Zellen sind dem jedoch nicht schutzlos 
ausgeliefert. Zur Aufrechterhaltung der Zinkhomöostase und um Zn2+-bedingte 
Zellschädigungen zu vermeiden, stehen verschiedene Kontroll- und Regulationsmechanismen 
zur Verfügung. 
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Zunächst sei erwähnt, dass Zellen grundsätzlich die Möglichkeit besitzen, durch gezielte 
Genexpression ihren Zinkhaushalt zu regulieren. So konnte in anderen Forschungsarbeiten 
bspw. bei einem erhöhten extrazellulären Zinkangebot ein Anstieg des MT-Gehalts in der 
Zelle nachgewiesen werden.106 Ebenso wurde nach Präinkubation mit Zink eine geringere 
Toxizität anderer verschiedener Metalle wie Ag, Co, Cu, Hg, Ni, Pb oder Zn festgestellt.107 
Allerdings konnten bei Überprüfung dieser Aussage durch eigene Untersuchungen keine 
signifikant geringere Toxizität von ZnCl2 in Versuchen mit Präinkubation von 100 µM ZnCl2 
reproduziert werden. 
In hohen Konzentrationen ist Zink ein Auslöser für oxidativen Stress.108 Bei mangelndem 
Schutz kann es durch oxidativen Stress zur Oxidation sämtlicher Biomoleküle kommen. 
Erwähnenswert sind hier z. B. die Lipidperoxidation der Membran, die Proteinoxidation und 
infolgedessen auftretende DNA-Schäden.109 Einer der bedeutsamsten zellulären 
Schutzmechanismen vor oxidativem Stress ist das heterogene Gemisch aus Antioxidantien zur 
Elimination reaktiver Sauerstoffspezies. Neben Enzymen und metallbindenden Proteinen 
stellt das ubiquitär vorkommende Glutathion eine der Hauptkomponenten dieses Systems dar. 
Als Antioxidans wirkend reduziert es ROS, wodurch 2 Monomere unter Ausbildung eines 
Dimers oxidiert werden. Im Falle von intrazellulär gesteigerter Zn2+-Konzentration erhöht 
sich nicht nur der oxidative Stress, da Metallionen die Oxidation fördern110, sondern es binden 
sich vermehrt Zn2+ an das cysteinhaltige GSH. Durch diese primäre Besetzung der 
Sulfhydryl-Gruppe des GSH111 kommt es zur Interferenz bei der Ausbildung des Dimers112, 
so dass auf diese Weise ein Anteil als Antioxidans unwirksam wird und für das Redox-
System verloren geht. Ebenso wurde beobachtet, dass Zn2+ die NADPH-abhängige 
Glutathionreduktase hemmen.113,114 Durch diesen Sachverhalt wird zusätzlich der 
Recyclingweg von einem oxidierten Dimer (GSSG) zu 2 Monomeren (2x GSH) verhindert, so 
dass hierdurch indirekt eine gesteigerte Zinktoxizität resultiert115. Zusätzlich interagiert GSSG 
mit dem zinkbindenden MT, was zu einer Freisetzung des Zinks führen kann.116 Angesichts 
dieser Umstände wird ein wichtiger Mechanismus zum Schutz lebensnotwendiger 
Bestandteile abgeschwächt. 
Des Weiteren ist die Beeinflussung des ATP-Haushaltes der Zelle durch Zink zu beachten. In 
Untersuchungen diesbezüglich stellte sich heraus, dass die Cytochrome-C-Oxidoreduktase 
und α-Ketoglutarat-Dehydrogenase durch Zn2+ irreversibel gehemmt werden.117,118 Neben 
jenen Enzymen scheinen auch Proteine der Glykolyse betroffen zu sein, denn die 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase und die Fructose-6-Phophatkinase wurden 
ebenfalls durch Zn2+ gehemmt.119,120 Durch diese unmittelbaren Eingriffe in den 
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Intermediärstoffwechsel zur Energiegewinnung und in den Energiehaushalt der Zelle durch 
reduzierte ATP-Bildung im Rahmen der Glykolyse, des Zitratzyklus und der 
Elektronentransportkette wird deutlich, dass Zink auch über diesen Weg die 
Überlebensfähigkeit der Zelle beeinflusst. 
Abschließend bleibt zu bemerken, dass derzeit keine Hinweise auf einen toxikologischen 
Effekt, der explizit auf die Nanostruktur zurückzuführen ist, vorliegen. Die bekannten und 
geschilderten Auswirkungen treten in Zusammenhang mit Zn2+ auf. 
4.2.4. Einfluss von FKS Supplementierung auf die Toxizität 
Generell ist bei der Betrachtung der Ergebnisse eine Abhängigkeit der Toxizitätseffekte von 
FKS-Supplementierung zu beobachten. Hierbei haben die supplementierten Zellpopulationen 
einen eindeutigen Überlebensvorteil. Zurückzuführen sind diese sich stark unterscheidenden 
Überlebensquoten anteilig auf die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und ZnO bzw. 
Zn2+.  
Proteine können Metallionen analog zu Zinkfingerdomänen der DNA binden. Durch eine 
solche Kopplung von Zn2+ an Cystein-reiche Proteinbestandteile des FKS – wie z. B. 
Albumin – kann die Zelle vermutlich diese nicht internalisieren bzw. sind diese bei der 
Aufnahme bereits durch die Proteinbindung abgepuffert. Im Gegensatz dazu liegen Zn2+ im 
Medium ohne FKS in bedeutend höherer Konzentration ungebunden vor, die bspw. durch 
Pinozytose aufgenommen werden können. So kann eine im Vergleich höhere effektiv 
wirksame Dosis intrazellulär vorliegen.  
Betrachtet man die Wirkung von ZnO in Bezug auf FKS-abhängige Toxizität, muss der 
Beeinflussung der Partikelgröße Beachtung geschenkt werden. Denn bei der Verwendung von 
ZnO und FKS bildeten sich während der Nanopartikelpräparation mit Spitzenultraschall 
deutlich homogenere Nanofluide aus, als das bei fehlendem FKS der Fall war. Offensichtlich 
findet eine Oberflächenbeschichtung der ZnO-Nanopartikel durch FKS-Bestandteile unter 
Ausbildung einer Proteinkorona statt121, die eine potentielle Aggregatbildung minimiert. Die 
Untersuchung der Größe durch dynamische Lichtstreuung zeigte, dass hier deutliche 
Unterschiede zu verzeichnen waren. Während für Nanopartikelaggregate in FKS ein 
Durchmesser von 159 nm durch dynamische Lichtstreuung ermittelt werden konnte, war die 
Größe ohne FKS durch diese Methode nicht bestimmbar. Ihre Größe lag deutlich über dem 
ermittelbaren Bereich. Bemerkenswert ist dabei, dass die nachweisbar kleineren Partikel einen 
entscheidend geringeren Einfluss auf die Vitalität von A549-Zellen haben. Allerdings sollte 
man doch annehmen, dass kleinere Aggregate einen größeren toxikologischen Effekt auslösen 
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würden, wenn dieser eine direkte Folge der Nanostruktur wäre. Jedoch ist eine Zelle nur 
bedingt im Stande größere Partikel überhaupt aufzunehmen.  
4.3. Ursache der Toxizität – Partikel oder Ionen 
 
Um die Ursache der Toxizität zu ergründen, müssen die verschiedenen Stationen bei der 
Inkorporation der Nanopartikel in die Zelle betrachtet werden. Daher wird im Folgenden 
zunächst der Aufnahmeweg von ZnO näher beleuchtet. Für den Weg von ZnO in die Zelle 
stehen verschiedene Mechanismen zur Verfügung, die jeweils für eine bestimmte Größe 
vorrangig verantwortlich sind. 
4.3.1. Der Aufnahmeweg von ZnO 
Wie bereits erwähnt, haben verschiedene Prozeduren, wie z. B. bei der Herstellung eines 
Nanofluides durch unterschiedliche Ultraschallbehandlungen, einen Einfluss auf die Größe 
der Partikelaggregate. Zum Verständnis ist es daher unerlässlich, die Rolle der Partikelgröße 
für den Weg eines Partikels zur Zelle und dessen Interaktionsvermögen mit der Zelle zu 
kennen. Daher ist zunächst der Zusammenhang zwischen Größe und Transportweg im 
nachfolgenden Abschnitt näher erläutert. 
4.3.1.1. Der Weg zur Zelle: Sedimentation und Diffusion 
Für den Transport der Partikel im Medium zu der Zelle kommen grundsätzlich Diffusion und 
Sedimentation in Frage. Die Diffusion spielt eher für kleinere Partikel eine entscheidende 
Rolle als für größere. Dabei handelt es sich um eine ungerichtete, zufällige Bewegung. Bei 
dem Transport des Partikels durch Sedimentation hingegen liegt eine gerichtete Bewegung in 
Richtung Boden des Zellkulturgefäßes vor, auf dem die Zellen angewachsen sind. Da hierbei 
sehr geringe Sedimentationsgeschwindigkeiten auftreten und deshalb die Reynolds-
Zahl Re < 1 ist, kann auf die Stokes‘sche Gleichung zur Beschreibung zurückgegriffen 
werden. Hier verhalten sich die Quadrate zweier Teilchenradien direkt proportional zu deren 
Sedimentationsgeschwindigkeiten. Dies lässt den Schluss zu, dass größere Partikel deutlich 
höhere Sedimentationsgeschwindigkeiten erreichen als kleinere. Schließlich wird als 
Bedingung eines erfolgreich hergestellten Nanofluids auch das Fehlen einer Sedimentation 
genannt122, die durch Aggregation oder zu große Partikel auftritt. Zusammenfassend bleibt 
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somit festzuhalten, dass kleinere Partikel eher durch Diffusion und größere Partikel vorrangig 
durch Sedimentation transportiert werden.  
Da es sich bei der Sedimentation um eine gerichtete Bewegung handelt und damit größere 
Zinkmengen pro Partikel zu den Zellen bewegt werden, sollte hierbei ein größerer toxischer 
Effekt als bei kleineren Partikeln zu erwarten sein. Zwar sind Unterschiede in Abhängigkeit 
der FKS-Supplementierung vorhanden, jedoch haben die bereits beschriebenen Einflüsse von 
FKS weitreichendere Auswirkungen als nur die unterschiedliche Größe der Partikel. Zudem 
stehen Publikationen mit ähnlichen, nahezu identischen Toxizitätseffekten bei A549 und 
anderen Zellen unabhängig von der Partikelgröße im Widerspruch dazu.123,124,125  
4.3.1.2. Der Weg in die Zelle: Endozytose 
Die Membran einer Zelle ist eine dynamische Struktur, die das Zellinnere von dem 
Extrazellularraum abgrenzt. Darüber hinaus kontrolliert und koordiniert sie die Aufnahme und 
Abgabe von Molekülen. Für die unterschiedlichen Molekülgrößen stehen verschiedene 
Interaktionsmöglichkeiten bereit, um den transmembranösen Transport zu bewerkstelligen. 
Grundsätzlich basieren sie fast alle auf der Einstülpung der Membran unter Ausformung eines 
intrazellulären Vesikels. Bestimmte Aufnahmemöglichkeiten stehen allerdings nur 
spezialisierten Zelltypen zur Verfügung. So sind z. B. Phagozyten befähigt, Partikel über 
Phagozytose aufzunehmen. Die verwendeten A549-Zellen sind dazu jedoch nicht befähigt. 
Hauptaugenmerk liegt bei dieser Zellkultur auf der Clathrin-abhängigen, Caveolin-
abhängigen und der Clathrin- und Caveolin-unabhängigen Endozytose. Die einzelnen 
Mechanismen sind in Abb. 34 mit Erläuterungen schematisch dargestellt. Auf jeden einzelnen 
Aufnahmeweg einzugehen würde den begrenzten Rahmen dieses Kapitels sprengen. Deshalb 
sei nur zusammenfassend erwähnt, dass es viele unterschiedliche Endozytosewege gibt, die 
jeweils bevorzugt eine bestimmte Größe inserieren.  
Bei dem Versuch die Clathrin-abhängige Endozytose durch Saccharose zu hemmen, blieb 
eine vergleichsweise Erhöhung der Vitalität aus. Scheinbar findet keine Aufnahme über 
diesen Weg statt. Jedoch handelt es sich hierbei um eine eher unspezifische Methodik, die 
gegebenenfalls durch die Verwendung eines spezifischen Endozytosehemmers überprüft 
werden sollte. 
Es ist also verwunderlich, warum intrazellulär vergleichbare Zn2+-Konzentrationen bei 
äquivalenter Expositionsdosis unabhängig vom Agenz vorliegen, obwohl grundsätzlich 
größenabhängig unterschiedliche Internalisationsmechanismen zu Grunde liegen 
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Abb. 34:  Zelluläre Aufnahmemechanismen für Nanopartikel und deren intrazelluläre Abwicklung. 
(A) Phagozytose (0,5 - 2 µm)126: ein Aktin-basierter Mechanismus, der bei Phagozyten stattfindet 
und zu Phagosomen (AI) und Phagolysosomen (L) führt. (B) Pinozytose (50-150 nm)127 und 
Makropinozytose (500 - 5000 nm)128,129 ein Aktin-basierter Weg zur Aufnahme mit schwacher 
Selektivität, der zu Makropinosomen (BI) führt, die exozytiert werden oder mit Lysosomen zu 
Phagolysosomen (L) verschmelzen können. (C) Clathrin-abhängige Endozytose (100 -150 nm)130: 
die Formation eines Clathrin Gitters (GTPase-abhängig) bildet primäre Endosome (CI) und späte 
Endosome (CII) oder multivesikuläre Körper (CIII). (D) Clathrin-und-Caveolae-unabhängige 
Endozytose (100 nm)130. (E) Caveolae-abhängige Endozytose (50 - 80 nm)130: typisch 
flaschenartige Einstülpungen, die aus Caveolin-Dimeren bestehen und GTPase-abhängig 
Caveosomen (EI) ausbilden, die mit dem ER (EII) fusionieren oder durch die Zelle transportiert 
werden (EIII). (F) Partikel Diffusion/Transport durch die apikale Plasmamembran resultierend in 
freien Partikeln im Zytosol. Abb. und Beschreibung in Anlehnung an Gehr et al.131 
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4.3.1.3. In der Zelle: Endosome zu Lysosome, Zn
2+
-Freisetzung 
In Abhängigkeit von dem jeweiligen Aufnahmemechanismus liegen aufgenommene Partikel 
entweder im Zytosol oder in Endosomen vor.132 Im Zytosol könnte es durch die zelluläre 
Regulation des Zn2+-Haushalts durch Proteinbindung oder Einschleusung in die Zinkosomen 
zu einer Trennung zwischen Partikel und Ionen kommen. Die Folge hiervon ist ein gestörtes 
Lösungsverhältnis mit Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der Dissoziation. Die 
dadurch freigesetzten Zn2+ haben so direkten Zugang zu intrazellulären Proteinen. Die 
Endosomen unterliegen einem Reifungsprozess und werden somit in frühe und späte 
Endosome unterschieden, bevor sie schließlich mit einem Lysosom verschmelzen.133 
Verschiedene Nanopartikel wurden bereits in diesen verschiedenen Reifephasen gefunden.132 
Bedeutsam ist, dass in Lysosomen ein deutlich niedrigerer pH-Wert (etwa 4,5-5) als im 
Zytoplasma vorherrscht, der ein Auflösen der Partikel unter Zn2+-Freisetzung begünstigt. In 
dieser Arbeit wurde bei einem pH-Wert von 4,5 die vollständige Auflösung der Partikel 
nachgewiesen (s. Abb. 16). Unter der Annahme einer vollständigen Auflösung der Partikel 
nach der Aufnahme lässt sich die Bedeutsamkeit der Internalisation von Nanopartikeln an 
einem einfachen Beispiel demonstrieren. Ein kugeliger, 100 nm im Durchmesser betragender 
ZnO-Nanopartikel beinhaltet rund 36,1 aMol Zink. Das ermittelte Volumen einer A549-Zelle 
beträgt 2,14 pl, welches in Einklang mit den in der Literatur angegeben Werten zwischen 
1,2 pl134 und 3 pl135 liegt. Die Aufnahme und vollständige Dissoziation würde 
dementsprechend die intrazelluläre Zinkgesamtkonzentration um rund 16,83 µM erhöhen. 
Dies ist eine beachtliche Menge, wenn man den Gesamtgehalt an Zink bedenkt, der mit 
200 µM bei einer BHK-Zelle angegeben wird.136 Bei HT-29 Zellen wurde ermittelt, dass 
28 µM freie Zinkliganden vorliegen.137 Insofern von ähnlichen Verhältnissen bei A549-Zellen 
auszugehen ist, würde die alleinige Aufnahme von 2 Partikeln ausreichen, um den gesamten 
Puffer aufzubrauchen und die Zelle mit einer überschießenden Zn2+-Konzentration zu 
belasten. Allerdings besteht hierbei noch Klärungs- und Diskussionsbedarf, inwieweit die 
Partikel in der Zelle persistieren oder aufgelöst werden und so ein anteiliger oder deren 
gesamter Zinkgehalt als freie Ionen abgepuffert werden muss. In Anbetracht einer 
vorherrschenden Aggregation und Aufnahme mehrerer Partikel würde dies jedoch mit hoher 
Sicherheit den Zelltod bedeuten. 
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4.3.2. Die Rolle von Zn2+ 
Zusammenfassend variiert also nicht nur der Transport eines Partikels zur Zelle in 
Abhängigkeit vom Partikeldurchmesser, sondern auch die Aufnahme in die Zelle. So 
erscheint es schwer nachvollziehbar, dass die Partikelgröße nur geringen Einfluss auf die 
Toxizität haben soll, obwohl in Abhängigkeit des Durchmessers grundsätzlich 
unterschiedliche Internalisierungsmechanismen zugrundeliegen. Demzufolge scheint den 
Nanopartikeln an sich nur ein viel geringerer Anteil an der Toxizität zuzukommen als bisher 
vermutet. Die toxischen Effekte werden vermutlich überwiegend durch die extrazelluläre 
Auflösung der Nanopartikel und der dadurch erhöhten Menge an bioverfügbarem Zink 
hervorgerufen. Diese Schlussfolgerung wird dahingehend gestützt, da  
I) sich unabhängig von der Art der Ultraschallpräparation und damit der 
Partikelgröße identische Zn2+-Endkonzentrationen einstellten (s. Abb. 13), 
II) durch die Chelatierung von Zn2+ eine geringere Toxizität erreicht 
wurde (s. Abb. 21),  
III) durch die Zugabe des partikelfreien Überstands ähnliche Toxizitätsraten erreicht 
wurden wie bei ZnO (s. Abb. 22),  
IV) bei ZnO und ZnCl2-Exposition mit äquivalenter Zinkgesamtmenge die gleiche 
Zellzahl avital war (s. Abb. 24),  
V) bei gleichem intrazellulären Zn2+-Niveau unabhängig von der Expositionsform 
(partikulär oder dissoziiert) gleiche toxische Eigenschaften nachweisbar 
waren (s. Abb. 32), 
VI) mit der Aufnahme eines einzelnen Partikels bereits ein großer Anteil des zellulären 
Zinkpuffers in Anspruch genommen würde und  
VII) trotz unterschiedlicher Aggregatgrößen gleiche toxische Erscheinungen auftraten, 
obwohl diesen andere Aufnahme- und Verteilungsmechanismen zugrundeliegen. 
Damit bleibt zwar die Frage nach der ursächlichen Toxizität weiterhin nicht eindeutig geklärt, 
jedoch ist nach den dargelegten Untersuchungsergebnissen davon auszugehen, dass auch die 
Zn2+ als Komponente der Gesamttoxizität einen erheblichen und nicht zu unterschätzenden 
Einfluss haben. Wie allerdings diese Zn2+ den Weg in die Zelle finden, ist noch ungeklärt. 
Naheliegend scheint jedoch eine vorwiegend extrazelluläre Auflösung und Aufnahme freier 
Zn2+, da die Partikelaufnahme eine bereits erwähnte enorme intrazelluläre Konzentration 
freisetzen würde und unterschiedliche Partikelgrößen gleiche toxische Auswirkungen haben. 
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4.4. Schlussfolgerung und Ausblick 
Das Ziel der Arbeit bestand darin, die Auswirkungen der ZnO-Nanopartikel unter besonderer 
Beachtung ihrer Löslichkeit auf die Vitalität und die Zinkhomöostase darzulegen. Wenngleich 
aufgrund der Vielfältigkeit der Bedingungen keine endgültige Aussage über die Ursache der 
Toxizität von ZnO durch die Ergebnisse dieser Arbeit erfolgen kann, ist erkennbar, dass es 
sich vielmehr um ein Zusammenspiel dieser genannten Phänomene zu handeln scheint. Der 
Gesamteindruck lässt den Schluss zu, dass die vielseitig beschriebenen toxischen Effekte, die 
bei ZnO-Exposition auftreten, weniger in den Folgen der Nanostruktur, sondern eher in der 
Freisetzung von Zn2+ begründet sind. 
Die erlangten Erkenntnisse sind richtungsweisend für die Einschätzung des potentiellen 
Risikos der ZnO-Exposition. Denn die zuvor vermuteten Ursachen der Toxizität, die zunächst 
in der Nanostruktur gesucht wurden, sind teilweise zurückzuweisen. Allerdings gilt dabei 
noch zu klären, ob ähnliche Ansätze auch für andere Nanopartikelzusammensetzungen gültig 
sind. Denn andere Metalloxidpartikel enthalten ebenfalls Metalle, die ebenso toxikologisch 
relevante Ionen freisetzen können. So wurden z. B. bei Kupferoxid auch hohe Toxizitätsraten 
nachgewiesen, die möglicherweise durch dessen Löslichkeit hervorgerufen werden.138,139,140 
Dieser Ansatzpunkt kann für die Risikobewertung von Nanopartikeln herangezogen werden. 
Insbesondere für den zukünftigen Einsatz von Nanoobjekten als Medikament-Transporter 
sollten diese Erkenntnisse herangezogen werden. Denn grundsätzlich sollte beim 
systemischen Einsatz die Zusammensetzung überdacht werden. Es muss eine Komposition 
gefunden werden, die sowohl eine transmembranöse Aufnahme ermöglicht, als auch 
toxikologisch wenig relevante Ionen durch die Löslichkeit freisetzt. Dabei sollte dennoch eine 
Auflösung erfolgen, da zum einen auf diesem Weg der zu transportierende Inhalt freigesetzt 
wird und zum anderen die Auswirkungen eine intra- und extrazelluläre Persistenz noch 
unbekannt sind. 
Mehrfach wurde innerhalb der Arbeit die bewirkte Reduzierung der Toxizität durch die 
Zugabe von FKS hervorgehoben. Der hohe Anteil an zinkbindenden Bestandteilen bedingt 
eine stark verminderte Bioverfügbarkeit von Zn2+. Auch für den menschlichen Organismus 
existieren ebensolche Proteine wie z. B. Albumin, die hohe Konzentrationen von Metallionen 
abpuffern können und so eine protektive Rolle einnehmen. Dennoch beeinflussen diese 
Substanzen nur die Aufnahme von extrazellulär in die Zelle und verschleiern somit lediglich 
die auftretenden Interferenzen, die mit einer Aufnahme einhergehen. Letztendlich führen 
solche unterschiedlichen Umgebungsbedingungen zu stark differierenden Effekten bei 
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gleicher Expositionsdosis. Gerade bei Partikeln in diesen Dimensionen treten 
unvorhersehbare Wechselwirkungen auf, die ein vorhersagbares Verhalten erschweren. 
Interaktionen mit Gefäßwänden, Proteinen usw. schließen eine sichere Präparation mit 
festgelegten Konzentrationen nahezu aus. Dabei stellt sich die generelle Frage, ob die 
Herangehensweise eine direkte Verbindung zwischen Expositionsdosis und Effekt 
herzustellen, überhaupt als sinnvoll zu betrachten ist. Viele Studien haben zahlreiche 
verschiedene Parameter untersucht, die Auswirkungen auf die Toxizität haben.141,142 
Allerdings wird durch die Veränderung der Partikel- und Umgebungseigenschaften 
hauptsächlich der Interaktions- und Aufnahmemechanismus beeinflusst. Dabei gilt jedoch zu 
bedenken, was genau untersucht werden soll – die quantitative Aufnahme oder der 
toxikologische Effekt einer definierten Konzentration in der Zelle? Wenn Parameter 
beeinflusst werden, die eine Aufnahme der Partikel begünstigen, ist letztendlich mit größeren 
Auswirkungen auf das Überleben der Zellen zu rechnen. Allerdings ist dies schlichtweg in 
einer größeren Anzahl aufgenommener Partikel begründet. Für die Untersuchung des 
partikelbezogenen, intrazellulären Effektes ist die Aufnahme zwar unabdingbar, jedoch wird 
durch eine vermehrte Aufnahme nicht der partikelspezifische toxikologische Mechanismus 
beeinflusst. Veränderte Parameter in Beziehung zu einer direkten Auswirkung auf die 
Toxizität zu setzen, ist ein Trugschluss. Vielmehr scheint hier die zellulär relevante Dosis 
doch eher die intrazelluläre Konzentration zu sein, über die ein Bezug zu den einzelnen 
ermittelten Eigenschaften eines Partikels hergestellt werden sollte. 
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5. Zusammenfassung 
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Die Grundlagenforschung an Nanoobjekten und deren weiterführende zukunftsträchtige 
Anwendung in Bereich der Industrie, Biotechnologie und Materialwissenschaft hat sich in 
letzter Zeit zu einem der meist untersuchten Forschungsgebiete etabliert. Ohne großen 
labortechnischen Aufwand kann durch gezielt punktuelle Variationen im Herstellungsprozess 
Einfluss auf deren Struktur genommen und somit eine Vielzahl besonderer Eigenschaften 
entlockt werden, die bei konventionell makrokristallinen Kompositionen nicht auftreten. Doch 
mit diesen größer werdenden Anwendungsbereichen steigt die Wahrscheinlichkeit einer 
überhöhten Exposition, was die toxikologischen Untersuchungen der letzten Jahre bedingte. 
Allerdings wurde dabei jeweils wenig Augenmerk auf die kausalen Zusammenhänge gelegt. 
Um diesem Anliegen gerecht zu werden, wurden in dieser Arbeit einige Aspekte der ZnO-
Nanopartikel-Toxizität untersucht. Dabei stand die Arbeitshypothese, dass die Zn2+-
Konzentration die vermutete entscheidenden Größe in dem Gesamtgefüge ist, im Mittelpunkt. 
Der Einfluss von FKS auf benannte Effekte wurde in diesem Zusammenhang ebenfalls 
untersucht. 
In diesem Rahmen wurde die devitalisierende Auswirkung einer ZnO-Exposition mittels 
MTT-Tests abermals belegt. Dabei stellte sich heraus, dass die äquivalente Zinkmenge bei 
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ZnCl2-Exposition identische Vitalitätsverluste hervorrief. Hier ist erwähnenswert, dass ZnCl2 
ebenso wie ZnO während der Lösung Zn2+ freisetzen, denen somit eine entscheidende 
Bedeutung zukommen muss. Diesem Hinweis folgend wurden die Zn2+, die von ZnO 
freigesetzt werden, durch den Chelator ADA gebunden, um die Auswirkung der Partikel zu 
verdeutlichen und dabei den störenden Einfluss der Zn2+ zu eliminieren. Das Resultat in den 
MTT-Tests war eine signifikant höhere Vitalität der Zellpopulation. Im Umkehrschluss 
wurden nach dem Einstellen des Lösungsgleichgewichts zwischen Zn2+ und ZnO die Partikel 
durch Zentrifugation aus der Dispersion entfernt. Die Zugabe dieser Lösung resultierte mit 
steigender Ausgangskonzentration in einer deutlichen Zunahme der Anzahl nekrotischer 
Zellen, die in etwa der ZnO-Exposition entsprach. Dies lässt den Schluss zu, dass die ZnO-
Toxizität womöglich auf die im Zeitverlauf freigesetzten Zn2+ beruht. Daneben wurde 
nachgewiesen, dass die vom ZnO freigesetzte Menge an Zn2+ durchaus Konzentrationen 
erreicht, die relevant für toxische Effekte sind. 
Um diese Vermutung weiter zu verifizieren, wurde neben den beschriebenen extrazellulären 
Konzentrationen die Bestimmung der intrazellulären Zn2+-Menge durch Fluoreszenz-
markierung mit dem zinkspezifischen Fluorophor FluoZin-3 durchgeführt. Hierbei konnte 
über eine einfache Zweipunktkalibrierung die absolute Konzentration an ungebundenem Zink 
ermittelt werden. Da allerdings zu dieser Ermittlung die Kd des Zink/FluoZin-3-Komplex 
benötigt wird, musste eine Untersuchung des Farbstoffes erfolgen. Daneben wurde ebenso die 
Eignung des Fluorophors für die Messmethoden durch die Variation der Umgebungsfaktoren 
überprüft. Dabei stellte sich der Farbstoff als gut geeignet dar, weil er erstens eine geringe 
Beeinflussung durch andere relevante zweiwertige Metallionen aufweist, zweitens keine 
fluoreszenzbeeinflussende Interaktionen mit den ZnO-Partikeln auftreten, drittens pH-
Schwankungen die Fluoreszenzantwort nur gering beeinflussen und viertens die Kd von 
15,22 nM es erlaubt geringe Änderungen der Konzentration zu detektieren. 
Die folgenden Untersuchungen am Durchflusszytometer zeigten eine deutliche Erhöhung der 
intrazellulären Zn2+-Konzentration auf ein Vielfaches des Kontrollwertes von 1,78 nM. 
Während Zellen mit intakter Membranintegrität die Grenze von 10 nM nur kaum 
überschritten, zeigten nekrotische Zellen eine überdimensional hohe Fluorophorantwort im 
Sättigungsbereich bei circa 100 nM. Offensichtlich sind die Zellen, die diese Konzentration 
überschritten hatten, in die Nekrose übergegangen. Aus diesem Grund stellt die intrazelluläre 
Konzentration an Zn2+ eine relevante Größe als Ursache für die Toxizität dar. Demzufolge 
widerspiegeln sich auch in diesen Messungen der intrazellulären Zn2+-Konzentration die 
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schon bei den MTT-Tests beschriebenen Vitalitätsverluste durch ZnCl2- und ZnO-Exposition. 
Denn bei äquivalenten Zinkmengen treten hierbei identische Vitalitätsquoten auf. Daher ist 
anzunehmen, dass Zn2+ die entscheidende Rolle für die Toxizität in beiden Szenarien spielen. 
Der geringere Dissoziationsgrad von ZnO im Vergleich zu ZnCl2 erklärt dabei die geringfügig 
höhere Biotolerabilität von ZnO. 
Durch die Zugabe von FKS kommen verschiedene Aspekte zum Tragen. Auf der einen Seite 
stellt es Zytokine bereit, die die Proliferation der Zellen fördern, andererseits führt es durch 
die Stabilisierung der Partikelgröße zu anderen Aufnahmemechanismen für die Partikel. Denn 
die Größe beeinflusst nicht nur die Art und Häufigkeit der Internalisation, sondern auch den 
Weg zur Zelle. Dieser ist bei kleinen Partikeln vorwiegend durch Diffusion geprägt, dagegen 
bei größeren durch Sedimentation. Bei diesen unterschiedlichen Mechanismen sollten 
verschieden starke Toxizitätseffekte in Abhängigkeit der Größe zu erwarten sein. In der 
Literatur wurden jedoch eine eher einheitliche Auswirkungen beschrieben. In diesem 
Zusammenhang konnte keine Aufnahme in die Zelle nachgewiesen werden, da der Hemmung 
der Clathrin-abhängigen Endozytose keine Veränderungen bezüglich der Toxizität folgten. 
Des Weiteren enthält FKS zinkaffine Proteine, die zweiwertige Metallionen wie Zn2+ binden 
können. Jedenfalls wurde nachgewiesen, dass FKS entscheidende Abschwächung der 
Toxizität von ZnO und ZnCl2 bewirkt. Diese verminderten Effekte widerspiegeln sich 
erwartungsgemäß auch in den Untersuchungen der intrazellulären Zn2+-Konzentration. Wie 
bereits zuvor beschrieben, entsprechen hier gleiche intrazelluläre Zinkmengen ebenfalls einer 
ähnlichen Toxizität. In einem Erklärungsversuch hierfür wird davon ausgegangen, dass Zink 
an Albumin oder andere Cystein-haltige Proteine bindet und auf diesem Weg dessen zelluläre 
Bioverfügbarkeit verliert. Ebenfalls besteht die Hypothese, dass die Ummantelung der 
Partikel zwar kleinere, vermeintlich besser aufnehmbare Partikel bedingt, jedoch die effektive 
Größe durch die darum gebundenen Proteine zunimmt. 
Diese Arbeit stellt die herkömmliche Herangehensweise, den Eintritt eines Effekts mit der 
Dosis der exponierten Agenzien zu korrelieren, in Frage. Es gibt zahlreiche Einflüsse, wie 
z. B. Medium- und FKS-Wechselwirkungen die vermeintlich dem Agens zugeschrieben 
werden. Vielmehr spielen sich aber die eigentlichen Effekte doch eher auf zellulärer Ebene 
ab. Denn wie hier gezeigt wurde, hat beispielsweise FKS enorme Auswirkung auf die Vitalität 
der Zellen, jedoch sind intrazellulär identische Zn2+-Konzentrationen nachweisbar bei 
gleicher Toxizität unabhängig von der Expositionsdosis. Schlussendlich ist die intrazelluläre 
Konzentration der Schlüsselwert für die toxikologische Untersuchung. 
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Das Ziel dieser Arbeit war es die Auswirkungen von ZnO-Exposition auf die Vitalität und die 
zelluläre Zinkhomöostase aufzuzeigen. Letztendlich stellen sich dabei Zn2+ als 
bedeutungsvolle Komponente in dem Toxizitätsprofil von ZnO dar, weil:  
I) die äquivalente Zinkmenge in dissoziierter Form (ZnCl2) identische Effekte 
hervorruft, 
II) unabhängig von der Partikelgröße gleiche Vitalitätsverluste zu verzeichnen waren, 
III) die Chelatierung freier Zn2+ bei ZnO-Exposition zu einer deutlich höheren 
Überlebensquote führte,  
IV) die Zugabe der durch ZnO-Degradation freigesetzten Zn2+ mit der Zunahme der 
Anzahl toter Zellen verbunden war, 
V) die intrazellulären Zn2+-Konzentrationen unabhängig von der Expositionsform 
(partikulär oder dissoziiert) mit den Toxizitätsquoten korrelierte. 
VI) mit der Aufnahme eines einzelnen Partikels bereits ein großer Anteil des 
zellulären Zinkpuffers in Anspruch genommen würde und  
VII) trotz unterschiedlicher Aggregatgrößen gleiche toxische Erscheinungen auftraten, 
obwohl diesen andere Aufnahme- und Verteilungsmechanismen zugrundeliegen. 
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